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Uber sterische Umwandlung von Hexosen durch Organe 
und Zellen. 


(Ein Beitrag zur Frage der sogenannten Stereokinasen.) 
Von 
S. Isaac und E. Adler. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Universititspoliklinik und dem Institut 
fiir vegetative Physiologie zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1921.) 








Im tierischen und menschlichen Organismus kénnen Di- 
saccharide bei parenteraler Verabreichung nicht verwertet werden, 
weil d. zu ihrer Spaltung notwendigen Fermente nur im Ver- 
dauungstraktus vorhanden sind. 

Nun hat E. Weinland’) u. a. gezeigt, daBb bei Tieren, 
die mit Rohrzuckerinjektionen vorbehandelt sind, auch im Blut- 
serum Fermente auftreten, welche Saccharose in ihre Kompo- 
nenten Dextrose und Laevulose spalten konnen. Abnliche 
Befunde erhoben spater Emil Abderhalden’) und seine 
Mitarbeiter, sowie in neuerer Zeit F. R6hmann?’), Letzterer 





1) KE. Weinland, Zeitschr. f. Biol. Bd. 47, S. 279 (1906). 

2) E. Abderhalden und Kar! Brahm, Diese Zeitschr, Bd. 64, S. 429 
(1910). — E. Abderhalden und Georg Kapfenberger, Diese Zeitschr. 
Bd. 69, S. 23 (1910). — E. Abderhalden und E. Bassani, Diese Zeitschr. 
Bd. 90, S. 369 (1914). — E. Abderhalden und F. Wildermuth, Diese 
Zeitschr. Bd. 90, S. 388 (1914). — E. Abderhalden und L. Grigorescu, 
Diese Zeitschr. Bd. 90, S. 419 (1914). 

8) T. Kumagai, Versuche iiber die Antigenwirkung der Kohlehydrate, 
Biochem. Zeitschr. Bd.'57, S. 380 (1913). — F. Réhmann und T. Kumagai, 
Bildung von Milchzucker aus Laevulose durch Blutserum, das nach paren- 
teraler Zufuhr von Rohrzucker gewonnen wurde, Biochem. Zeitschr. Bd. 61, 
S. 464 (1914). — F. Réhmann, Weitere Beobachtungen iiber die Wir- 
kungen des Blutserums nach intravenéser Kinspritzung von Rohrzucker, 
Biochem. Zeitschr. Bd. 72, S. 26 (1916). 
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stellte in Gemeinschaft mit Kumagai dariiber hinaus noch 
fest, da solche Sera auch imstande wien, sterische Ande- 
rungen innerhalb des Hexosemolekiils zu bewirken. So sollte 
unter der Kinwirkung des ,,.Rohrzuckerimmunserums“ Dextrose 
in Laevulose, diese in Galaktose umgelagert werden, und aufer- 
dem hierdurch sogar die Synthese des Milchzuckers aus seinen 
Komponenten zustande kommen. 

Ebenso wie die Invertierung des Rohrzuckers durch Serum 
vorbehandelter Tiere einen rein fermentativen Vorgang darstellt, 
sollte auch die erwihnte sterische Umlagerung durch Fermente 
bedingt sein. Letztere bezeichnete R6hmann als Stereokinasen. 

Diese Resultate RO6hmanns, soweit sie die sogenannte 
stereokinetische Fahigkeit des Rohrzuckerimmunserums _be- 
treffen, konnten von Abderhalden und seinen Mitarbeitern 
Brahm, Grigorescu, Kapfenberger und Wildermuth’) 
nicht bestiitigt werden. 

Bei der Durchsicht der Versuchsprotokolle Réhmanns fallt denn 
auch auf, daB die Erzeugung von Stereokinasen im Serum seiner Tiere 
zum Teil mit grofen Schwierigkeiten verkniipft und oft von wenig durch- 
sichtigen Versuchsbedingungen abhingig ist. Auch gegen die Art der Ver- 
suchsanordnung lassen sich sehr wesentliche Kinwinde erheben®). Da die 
verschiedenen Zucker wenigstens 24 Stunden, meist aber 48 Stunden bis 
zu mehreren Tagen der Einwirkung der Sera ausgesetzt waren, so diirften 
z. B. — trotz der Anwendung von Toluol — bakterielle Einfliisse nicht 
ohne weiteres auszuschliefen sein. Weitere methodische Bedenken betreffen 
die Identifizierungsmethoden der entstandenen Hexosen, die bei den kleinen 
Mengen, um die es sich bei den Versuchen handelt, wenig zuverlassig sind. 

Um diesen methodischen Schwierigkeiten zu entgehen, 
haben wir das etwaige Vorhandensein stereokinetischer Enzyme 
auf einem andern Wege nachzuweisen gesucht. Wir gingen 
hierbei von der Uberlegung aus, da®, wenn es sich tatsichlich 
nur um eine , Hervorlockung* solcher Fermente ins Blut handele, 
letztere in bestimmten Organen schon praformiert und daher 
in diesen auch post mortem nachweisbar sein miifiten. Dabei 


wurde zunichst an die Leber gedacht, einmal, weil diese ja 


se 
®) Vgl. hierzu besonders E. O. Volkmar, Uber parenterale Rohr 


zuckerinjektion und die angebliche Invertinbildung, Biochem. Zeits- » 
Bd. 76, 8. 1 (1916). 
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eine so tiberaus grofe Bedeutung fiir den Kohlehydratstoff- 
wechsel besitzt und deshalb in erster Linie Bildungsstiitte solcher 
Fermente sein miifjte, und ferner auch, weil aus friiheren Ver- 
suchen des einen von uns (Isaac)?) sich ergeben hatte, daf 
die tiberlebende Leber d-Fruktose in kurzer Zeit fast quan- 
titativ in d-Glykose umwandelt. 

Da es sich hier um ein Geschehnis handelt, das in der kiinst- 
lich durchstrémten Leber noch mit grofier Leichtigkeit von- 
statten geht, so wurde versucht, ob die Leber etwa auch ohne die 
giinstigen Bedingungen des Durchblutungsexperiments, in dem 
sie immerhin noch iiber zahlreiche feinere Zellfunktionen ver- 
fiigt, diesen — wie wir aus verschiedenen Griinden annehmen 
miissen — besonders einfachen stereokinetischen Prozef aus- 
zufiihren imstande ist, was der Fall sein miifite, wenn es sich 
um einen rein fermentativen Vorgang im Sinne R6hmanns’*) 
handelte. 

Methodisches. 


kL 


Die Versuche wurden in der Art angestellt, dafi annahernd 
glykogenfreie Lebern mit Strychnin vergifteter Hungerkaninchen 
sofort nach dem Tode unter Anwendung streng aseptischer 
Kautelen entnommen wurden. Die Lebern wurden teils in 
fliissiger Luft im Morser mit Pistill zu einem feinen Pulver 
zerstampft, teils steril in kleine Stiickchen geschnitten oder in 
der Fleischhackmaschine zu Brei gemahlen. Diesen so vorbe- 
handelten und in Ringerlésung*) suspendierten Organteilen 
wurde Laevulose (puriss. Merck) oder Dextrose (puriss. Merck) 
in vitro zugesetzt, das ganze Mischgut 2 Stunden bei 45° unter 
verschiedenen, aus der Tabelle zu ersehenden Bedingungen stehen 
gelassen. Am Ende der Versuche wurden die Lésungen nach 
Schenck enteiweift, zuerst 10 Minuten mit 4°/oiger Salzsiure 





1) §. Isaac, Uber die Umwandlung von Laevulose in Dextrose in der 
kiinstlich durchstrémten Leber, Diese Zeitschr. Bd. 89, 8. 78 (1914). 

*\ 1 « 

3) Die Ringerlésung hatte folgende Zusammensetzung (R.-L. fiir Warm- 
bliiter): 0,8°/, NaCl, 0,01°/, CaCl,, 0,0075°/, KCl, 0,01°/, Na HCO,, Conf. Ab- 
derhalden, Handbuch der Biochem. Arbeitsmethoden, III. 1, 8S. 327 (1910). 
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Tabelle 1. 
: fate ges wee a's EC ae SF ai a 
‘ Bebrii- "7 Zuckermenge in der. ! 
Nr. pe iy Menge und tungs- santo niet "ie | ” 
und | An-! Ge- Art |Sauer- Beschaffenheit dauer el nen tain Mites d 
im satz-| wicht Z ott — der zugesetzten a 7 bei 45° a 
es ry 2 e - - re P - |nachaer lari tr.| titri ’ 
Ver- on mes nerung | tung a des |Schenck- Veabene ‘aiathas ( 
suehs | on Wasser- fallung | Menge) Menge) 
| 4 ccm bads ecm g g a 
a b 
| |Leber-] Zer- | — 100 Warm- |2Std.] 148 0 0 
pulver| Stos- bliiter 45° 
g jsung in Ringerlésung 
fliissig. 
Luft | 
| 
‘irl , _ | — | 100=03°%, [2Std.} 148 | 0,32 0,324 | 
d. Laev.-R.-L. | 45° L. SI 
1. | 
31.) Ul ‘ ‘ — 100 = 0,3°/, |2Std.j 148 0,37 0,368 
nie | Dextrose-R.-L. | 45° D. D. 
20 
IV ‘ —- 100 =0,3°/, |2Std.j 148 0,32 0,324 
d. Laev.-R.-L. | 45° L. L. 
+1,0gNaHCO, 
V - . — | 100—0,3%, |2 Std.) 148 0,321 0,324 
d. Laev.-R.-L. | 49° L. L. | 
+ 1,08 g Natrii | 
biphosphorici | | 
‘| 1 ILeber-| Zer- | — | 100 Warm- |2Std.] 157 0 0 
| pulver| Stos- bliiter 45° 
7 [sung in Ringerlésung 
fliissig. | 
Luft | 
She 4 , | — | 100=0,3°%, ]2Std] 157 | 0,290 0,299 | 
2. || Dextrose-R.-L. | 45° | 
4. }| 
IV.|| III] , . -- 100 = 0,3°/, |2Std.j 157 0,310 0,318 
20 | | d. Laev.-R.-L. | 45° 
IV ‘ , = 100 =0,3°/, |2Std.} 157 0,310 0,318 
d. Laev.-R.-L. | 45° 
| +0,7gNaHCO, 
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or | on [-wani a ,—| mm f 13 
or | _ Zuckermenge in der |Zunahme + | Milchséureprobe] Seliwanoffsche 
rkeit | saan “iaaaaal Fl _] nach eee Laevuloseprobe 
= _ , in der in der 
ssen | dem —_—7 vl ean bebriiteten bebriiteten B k 
: ae fliissigkeit Fliissigkeit Fliissigkeit emerkungen 
i | polarimetr. | titrimetr. pipe 
i > | (absolute | (absolute nac | | 
“ Menge) | Menge) 2 Stunden a | b a | b 
| g | g g vorher inachher vorher jnachher 
| a b 
0,028 0,029 + 0,028 0 ? 0 0 Dunkelbraunes ? Ka- 
ninchen, 2180 g, 
74 Std. gehungert, 
durch Genickschlag 
getitet, entblutet, 
| | | Leber unmittelbar 
4 | of07 | OBt4 | —O0IT, 8 (C++ | ++ | ee 
| ; 
| | | fliissige Luft gewor- 
8 0352 | 0oss8 |—000 | 0 | o | o | o | ™ 
4 0,312 | 0,328 | —0,004] 0 0 |++ | ++ 
| | 
4 0,296 0,297 — 0,026 0 (+) | ++ | ++ 
| | 
ee 
0,010 | 0,011 + 0,011 0 0 — — Dunkelgraues <j’ Ka- 
| ninchen, 2110 g, 
| 79 Std. gehungert, 
| durch Genickschlag 
| | getétet, entblutet, 
unmittelbar nach 
) 0,280 0,290 | —0,010] 0 0 0 0 dem Tode Leber 
| steril entnommen, 
| | in fliissige Luft ge- 
, | worfen. 
3 0,287 | 0,809 — 0,016 0 so ++ | ++ 
| | 0,290 | 0,813 | —0,0125 | 0 jechwacnf 44 | hid 


—_—_—— 











) Im folgenden bedeutet: (+-) 
++ 














sehr schwach positiv, 
stark positiv. 
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erence 
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1 -° 2 8 | ra 5 | 6 | 7 | a 
ef Bebrii- ; Zuckermenge in der | 
Nr. | -_ sa Laie tungs- Bl bebriiteten Flissighet | 
und | An-| qo. Art |Sauer- eae anes dauer | Fliissig- faces bhi | 
Dat. | satz-| wicht Be hc ier eadiiiaann woHh menge oi “bel | 
Ges | we | des. Zerklei-| zulei- Fliissigkeit Temp. | nach der} polarimetr. | titrimetr, — 
Ver- | selben | ueruns | tung , des |Schenck-] (absolute | (absolute | 
suchs . Wasser fillung| Menge); | Menge) 
g com bads ecm g | g 
a | b 
| V |Leber-| Zer- | — | 100 =0,50°/, {2 Std.] 157 0,290 0,299 
| pulver} stos- Dextrose-R.-L. | 45° | 
7 {sung in +-0,7 gNaHCO, | 
2. fliissig. 
7} Luft 
IV. rae 
99 || VI . ‘ — | 100—0,80°/, |2 Std.} 157 0,310 | 0,318 
Laev.-R.-L. 45° | 
u. 1,1 g Natrii | 
biphosphorici | 
I |Leber-| Mit | — | 100 Warm- |2Std.] 147 a oe 
stiick- | Schere bliiter 45° | 
chen ju. Pin Ringerlésung | 
| 7 zette | 
auf | 
| eisge- | 
kiihlt. | 
| Glas- 
| platte 
| zer- 
| klei- 
3. nert 
Sie a , | — | 100=03%, Jasta] 147 | 0819 | 0,326 
20 | Dextrose-R.-L. | 45° 
mee j - — 100 = 0,3°/, |2 Std.] 147 0;295 0,324 
| d. Laev.-R.-L. | 45° 
| IV ‘ . _- 100. = 0,3°/, |2 Std.| 147,3 0,295 0,324 
| d. Laev.-R.-L. | 45° 
| +- 0,3 g Natrii 
| biphosphorici 
ar zm > | — | 100=0,3°/, |2 Std.] 167,3] 0,295 | 0,324 
| d. Laev.-R.-L. | 45° 
+-0,3 g NaHCO, 
| 
4. I |Leber-| Zer- | — 100 Warm- {2 Std.| 138 0 | 0 
| brei | mah- bliiter 45° 
9, | ] ° Ri 16 o | 
1V_| g flung in ingerlésung | 
20 | der F'.- | 
ade Hack- | 
masch. | 
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4 a | 10 A—B | 11 | 12 | 1B 7 
| _Zuckermenge in der |Zunahme +} Milchsdureprobe] Seliwanofische 
| iis le! er Pal __| nach Hopkins | Laevuloseprobe 
z 7 ; in der in der 
- dem es 9 oreo 1 fence bebriiteten bebriiteten 
| scan OD fliissigkeit | Fliissigkeit Flissigkeit Bemerkungen 
ir, | polarimetr. | titrimetr. h 
te | (absolute | (absolute nac | | 
) | Menge) | Menge) | 2 Stunden . } 4 a oi »b 
g g g vorher /nachher} vorher | nachher 
“ ; b | 
| 0,277 0,291 |—0,0105] 0 ? 0 | © | Bemerkung siehe auf 
| | voriger Seite. 
| 
0,297 0,282 | —0025) 0 | + |++)++ 
| 
0,044 0,03197] -+- 0,038 0 0 0 0 Dunkelgefiirbtes 
Kaninchen, 2000 g, 
| 83 Std. gehungert, 
| 15 Min. vor Tétung 
mit 1 mg Strychni- 
cum nitricum sub- 
cutan vergiftet, aus- 
giebige Krimpfe. 
DurchNackenschlag 
getétet, entblutet. 
| | Ohne fliissige Luft. 
z | 0,344 ~§—-:0,328«| +0,006 | 0 0 0 0 
| | 
: | 0,298 | 0,817 |—0,0015} 0 | + [++ |++ 
t | 0,306 | 0,318 | —0,001 | 0 |echwach] 440) 44 
| | 
rae 
| 0,307 | 0,309 —0,002] QO |echwach} 44) + 
| | 
| | | 
| 0,0097 | 0,011 |-+0,0007] 0 0 0 0 Bemerkung siehe auf 

















nichster Seite. 
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(a fe 749 5 eu FF | sAC 
Bebri- Zucker | 
Nr. Organ saan Ral bebriiteten Flissighait | 
aan und Art [Sauer-| .. Mense und dauer | Flassig- vor | 
Dat, | 42° Ge- d i toff Beschaffenheit a keits- | dem 2stiind. Belassen | 
ae satz-| Wicht ial tiene der zugesetzten Temp Ba. os ae = ot 
Ver- | Nr. were nerung | tung aie des |Schenck- ‘(aheclate caer | 
suchs seen Wasser-| fullung | Menge) Menge) | 
g cem bads cem g gs | 
a b | 
II |Leber-| Zer- | — 100 = 0,3°/, |2 Std.} 137 0,290 0,313 | 
brei | mah- d. Laev.-R.-L. | 45° | 
7  |lung in | 
der F.- | 
Hack- 
masch. | 
4. || IIL] 10 Z — | 100—0,3°/, |2Std.]| 162,2 | 0,290 0,313 
9 d. Laev.-R.-L. | 45° 
ie +-2,2¢NaHCO, 
liv] 7 | , | —] 100=0,3% Joga] 189 | 0,290 | 0,318 
d. Laev.-R.-L. | 450 
+ 2 ccm Ather 
puriss, pro nar- 
cosi 
vi, | , | — | 100=0,3%, Jo stg] 157 | 0,321 | 0,3298 | 
Dextrose-R.-L. | 450 | 
| 1 |oeber-| Zer- | -+ | 100 Warm- 2 Sta.) 136 0 0 | 
brei man- uter 
“e lung in Ringerlésung | 
der F].- | 
Hack | 
inasch. | 
Il : , + 100 = 0,3°/, |2 Std.| 136 0,295 0,291 
5 Dextrose-R.-L. | 45° 
21. J} Ill i : + | 100=0,3°/, {2 Std.| 136 0,291 0,3134 
V. d. Laev.-R.-L. | 45° 
20 
IV . . oe 100 = 0,3°/, |2 Std.| 148,2 ] 0,291 0,3134 
d. Laev.-R.-L. | 45° 
+ 1,21 gNaHCO, 
V , - G! 100 = 0,3°/, |2 Std.| 148 0,291 0,313 
d. Laev.-R.-L. | 45° 
+ 2 ccm Ather 
puriss. pro nar- 
cosi 
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. +e lone aw Ff we — 
~“Zackermenge in der Zunahme + Milchsiureprobe | Seliwanoffsche 
han" ae OO ail _} nach — saagrm-igi 

= ’ eee in der in der 
| dem sek enn ‘1 a bebriiteien bebriiteten — 
; a fliissigkeit | Fliissigkeit Fliissigkeit omeranungen 
olarimetr.| titrimetr. 
(absolute | (absolute nach | 
Menge) Menge) 2 Stunden a b a b 
g | £ g vorher nachher] vorher nachher 
mae 
0,278 0,295 |—0,0105} 0 | 4) 7 4+4+ ++ | Silbergraaes (/ Ka- 
| ninchen, 2100  g, 
79'/, Std. gehungert, 
| 27 Min. vor Tétung 
| insgesamt 1'/, mg 
| | Strychnicum nitri- 
cum subcutan, Tra- 
| eae ” : a cheotomie, kiinstl. 
0,288 | 0,292 0,011 0} relict Atwung, sober. hel- 
| tige Krimpfe, T6- 
| tung durch Nacken- 
» | 24 schlag, Entblutung 
0,296 | 0,285 — 0,011 0 a | a ie aus Halsarterien. 
{ | 
| | 
0,314 | 0,382 — 0,002 0 0 0 U 
| 
0,0177 | 0,0204 | +0,0013] 0 0 0 0 Weifes Kanin- 
chen, 1850 g, 78Std. 
gehungert, 25 Min. 
vor Tétung 1,5 mg 
| Strychnicum nitri- 
| | cum subcutan, hef- 
| tige Kriampfe, Tod 
0,284 | 0,290 — 0,006 0 (?) 0 0 durch Genickschlag, 
| Entblutung aus den 
| | HalsgefiBen. An- 
0,272 | 0,291 — 0,020 0 + |+4+/ ++ satz I—IV wiahrend 
der 2stiindigen Be- 
| | lassung bei 45° 
0,283 | 0,306 |—0,0075] 0 | 0 ++ ++] dauernd mit Sauer- 
| | stoff durchstrémt. 
0,272 | 0,299 |—0,0165] 0 | + | ++) ++ 
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in der Schiittelmaschine gemischt, dann die gleiche Menge 
5 °/oiges Quecksilberchlorid hinzugegeben und iiber Nacht im 
EKisschrank aufbewahrt. Am niachsten Tag wurde filtriert, das 
Filtrat durch Einleitung von Schwefelwasserstoff vom Quecksilber 
befreit und der iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch einen 
Luftstrom verjagt. Etwaige Anderungen des Zuckergehalts 
wurden durch Reduktion nach der Methode von Lehmann- 
Maquénne bestimmt, sowie durch Polarisation im grofien drei- 
teiligen Polarimeter sterische Veriinderungen des zugesetzten 
Zuckers festzustellen gesucht. Auch wurde stets die Lae- 
vuloseprobe nach Seliwanoff vorgenommen und auf etwa 


gebildete Milchsiure nach der Methode von Hopkins gepriitft. 

Die Seliwanoffsche Reaktion wurde in der Weise angestellt, daf 
zwei Teile Filtrat und ein Teil rauchende (nitritfreie) Salzsiure 20 Sekunden 
zum Sieden erhitzt wurden. Dann wurde die Lésung geteilt, zu einer 
Halfte etwas Resorcin zugesetzt und nochmals ein Moment gekocht. Nur 
sofort auftretende Rotfirbung wurde als positiv angesehen. Der Vergleich 
beider Hilften schiitzt vor Verwechslung, die eventuell durch Rétung der 
Fliissigkeit durch Salzsiure allein eintreten kénnte’). 

Der qualitative Nachweis von Milchsiure geschah in der Weise, dab 
circa 10 ccm der zu priifenden Fliissigkeit in einem kleinen Scheidetrichter 
mit etwa 40 ccm Ather, der vollkommen frei von Alkohol war, kriiftig 
geschiittelt wurden. Der abgetrennte Ather wurde verdunstet, dann mit 
Wasser aufgenommen und hiermit die Hopkinssche Probe ausgefiilirt. 


Aus simtlichen Versuchen vorstehender Tabelle 
geht hervor, dafi innerhalb zweier Stunden unter 
EKinwirkung von Leberpulver, beziehentlich Leber- 
brei und fein geschnittenen Leberstiickchen, eine Um- 
wandlung von Laevulose in Dextrose und umgekehrt 
nicht stattgefunden hatte. Vergleicht man nimlich die 
in Tabelle 1 Kolonne 9 wiedergegebenen, durch Reduktion 
und Polarisation gefundenen Zuckermengen miteinander, so 
stimmen diese Werte innerhalb der Fehlergrenzen der Be- 
stimmungsmethoden sehr gut iiberein, was nicht der Fall sein 
kénnte, wenn Anderungen in der Drehkraft des Zuckers nach 
der Bebriitung eingetreten waren. Auch war im allgemeinen 
eine Abnahme des Zuckergehalts (Glykolyse) nicht festzu- 


1) §, hierzu R. und O. Adler, Uber einige Reaktionen der Kohle- 
hydrate, Archiv f. d. ges. Physiol. Bd. 106, 8S. 323 (1905). 
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stellen: wenigstens wollen wir auf die minimalen, wohl durch 
die Methodik bedingten Differenzenim Zuckergehalt der Fliissig- 
keit vor und nach der Exposition keinen grofjen Wert legen. 
Auffallend bleibt allerdings die Tatsache, dafi sich durch 
die Hopkinssche Probe in den Ansitzen mit Laevulose 
stets Milchsiurebildung nachweisen lieB, was in den Dextrose- 
versuchen nicht der Fall war. Man kann daraus schliefien, dai 
auch unter den gewihlten Versuchsbedingungen in ganz gering- 
fiigigem Mafie ein Abbau der Laevulose (Glykolyse) stattgefunden 
hat. Das stimmt auch mit anderen Beobachtungen iiberein, die 
iiberhaupt eine leichtere Abbaufahigkeit der Laevulose gegeniiber 
der Dextrose ergeben haben. Trotz weitgehendster Zerstérung der 
Struktur der Leberzellen war also noch ein ganz minimaler Abbau 
der Laevulose nachweisbar. Aber dariiber hinaus hat keine Um- 
wandlung der Fruktose in Glykose stattgefunden, wiihrend in der 
iiberlebenden Leber der nicht in d-Milchsiure verwandelte 
Anteil der Laevulose oft schon in weniger als 1 Stunde fast 
volistiindig in Traubenzucker umgeprigt worden war. Die 
Fihigkeit der Leber, strukturell zusammengehoérige Zucker 
ineinander umzubauen, muf} also an die Struktur der Zellen 
gebunden sein; sie stellt eine Funktion derselben dar und 
gehort nicht, wie Réhmann!’) angenommen hatte, zu den rein 
enzymatischen Vorgiingen, die sich von der Struktur der Zelle 
ohne weiteres trennen lassen. Die stereokinetische Wirkung 
ist vielmehr an letztere und wohl iiberhaupt an eine gewisse 
Vitalitét der Zelle gebunden. 

In diesem Zusammenhang ist die Feststellung von Inter- 
esse, daB selbst die itiberlebende Leber, die, wie er- 
wihnt, die Umlagerung von Laevulose in Dextrose 
mit gro$ter Leichtigkeit bewirkt, kompliziertere 
sterische Verinderungen, z. B. die Verwandlung von 
Galaktose in Dextrose, nicht zu bewirken vermag, 
wie folgender Versuch zeigt?): 

Si « 

*) Die Durchstrémung der iiberlebenden Leber wurde in der im 
Embdenschen Institut tiblichen Anordnung vorgenommen (s. G. Embden 
und F. Kraus, Uber Milchsiurebildung in der kiinstlich durchstrémten 
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Das Ergebnis dieses Versuches stimmt gut mit der Tat- 
sache iiberein, daf} die Verwertung der Galaktose auch beim 
lebenden Tiere und Menschen ungleich schlechter ist als die 
der anderen Hexosen (Dextrose und Laevulose), was auch aus 
der niederen Assimilationsgrenze des Organismus fiir Galak- 
tose hervorgeht. 

Entsprechend dem Ausfall der im vorstehenden geschil- 
derten Versuche war es von vornherein nicht sehr wahr- 
scheinlich, daf} der zerkleinerte Muskel des Kaninchens stereo- 
kinetische Fiihigkeiten zeigen wiirde. In diesem Sinne fielen 
auch die in nachstehender Tabelle 3 wiedergegebenen Versuche 
aus: auch hier zeigt sich nur eine geringfiigige Zerstérung 
von Laevulose unter Auftreten von Milchsiure. 


Il. 


Mit der Feststellung dieser Tatsache, daf namlich der 
Muskelbrei zur Laevulosebildung aus Dextrose und umgekehrt 
nicht befahigt ist, war die Frage, ob nicht etwa der intakte 
Muskel stereokinetisch wirken kénnte, noch nicht entschieden. 
Daher wurde die in situ gelassene Muskulatur des einen Hinter- 
beins von einem 4,2 kg schweren Hund, der 3 Tage lang 
insgesamt 0,5 g Phloridzin in 2°/oiger alkoholischer Lésung 
erhalten hatte, unmittelbar nach der Tétung mit einer Mischung 
von d-Fruktose und Hundeblut kiinstlich durchstrémt (Ta- 
belle 4). 

Aus der Tabelle ergibt sich, daf} nach 50 Minuten 
0,205 der zugesetzten Laevulose nicht mehr nachweisbar 
war, ohne daf} eine entsprechende Dextrosebildung festgestellt 
werden konnte. Wir vermégen iiber das Schicksal des ver- 
schwundenen Fruchtzuckers nichts weiteres auszusagen. Jeden- 
falls geht aus dem Versuche hervor, daf} die noch vorhan- 
dene Laevulose sicherlich nicht umgelagert worden ist. 

Auch der iiberlebende Herzmuskel zeigt bei der experi- 





Leber, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 5ff. (1912). — 8S. Oppenheimer, 
Uber Milchsaéurebildung in der kiinstlich durchstrémten Leber, IT. Eben- 
da S. 31ff.). Durchblutet wurde mit Rinderblut; die Durchblutungsdauer 


betrug etwa 60 Minuten. 
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Tabelle 4. 
1 2 3 4d 5 6 
Zunahme -+- 
To} ay ae oder Ab- 
Zeitpunkt vor oder Ge a Laevu- | nahme — von 
nach Beginn der samt- zugesetzter Be- 
Muskeldurchblutung | reduk- trose lose ee” a 
: a Be ; der Durch- merkungen 
mit defibriniertem tion in 9%, in % strémungs- 
Hundeblat in 9, ; fliissigkeit 
in "lo 
Unmittelbar vorher | 0,098 — 
Nach 3 Minuten 0,078 — — ae Hund, von Ge- 
oe wicht 4,2 kg, er- 
» o . 0,07! - — — hilt 3 Tage ins- 
/ gesamt 0,5 g 2°/, 
vo —_ alkoholischer 
,40 gg Laevulose Phloridzin- 
zugesetzt: lésung. In situ 
ne Radissediiaenan iain —— gelassene Mus- 
, - oP z kulatur des 
3 Min. nach Zusatz} 0,451 | 0,034 | 0,417 — 0,033 Hinterbeins mit 
¢ “VAt Hundeblut 
20 ~ ” ” 0,374 0,069 0,305 0,145 durchstromt. 
eat 0,280 | 0,035 | 0,245 | —0,205 

















mentellen Priifung keine Umwandlung zugesetzter Dextrose in 
Laevulose, 

Zu diesem Versuche beniitzten wir ein Kaninchenherz, das unmittel- 
bar nach dem Tode des Tieres in den Langendorffschen Durchblutungs- 
apparat gespannt und mit Tyrodefliissigkeit. — konstant auf 43° gehalten 
— der Laevulose zugesetzt war, durchstrémt wurde (Tabelle 5). 

Aus diesem Versuche ergibt sich, dafi von der zugesetzten 
Laevulose nichts verschwunden und auch nichts umgelagert 
worden ist. Auch schon Rona und Neukirch!’) hatten ge- 
funden, daf} bei Durchstrébmung des Herzmuskels zugesetzte 
Laevulose nicht von diesem abgebaut wird. Ob der von diesen 
Autoren nach Durchstrémung des iiberlebenden Herzens mit 
Dextrose gefundene minimale Verbrauch derselben die Statu- 
lerung eines differenten Verhaltens der Laevulose und Dex- 
trose gegeniiber dem Herzmuskel gestattet, méchten wir nicht 
entscheiden. Die Tatsache, daf das iiberlebende Herz auch 


') Paul Neukirch und Peter Rona, Experimentelle Beitrige zur 
Physiologie des Darms I, II und III. Pfliigers Arch. Bd. 144, 146, 
148 (1912—18). 
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bei Durchleitung von nicht gezuckerter Ringerlésung noch 
viele Stunden schlagen kann, diirfte wohl darin ihre Erklarung 
finden, daf} bei dem grofjen Glykogenvorrat des Herzmuskels 
und den reichlichen Phosphorreserven geniigend Material zur 
Bildung von Betriebssubstanz (Lactacidogen) vorhanden ist. 
Im Gegensatz zum arbeitenden Herzmuskel vermag selbst der 
ruhende Skelettmuskel (siehe Tabelle 4) eines glykogenarmen 
Hundes gréfiere Mengen zugefiihrter Laevulose zum Ver- 
schwinden zu bringen. 

Endlich wurden noch Versuche an serumfrei gewaschenen 
roten Blutkérperchen vom Hund unter Beniitzung von d-Fruktose 
vorgenommen. 

Die Erythrocyten waren so vorbereitet, dafi das steril entnommene, 
mit sterilen Glasperlen geschiittelte Hundeblut sofort in einer rasch lau- 
fenden Zentrifuge ausgeschlendert wurde, mehrere Male in gewechselter 
Ringerlésung gewaschen und schlieblich, in dieser Fliissigkeit suspendiert, 
verwendet wurden. 


Auch dieser Versuch fiihrte zu eimem negativen Resultat 
(Tabelle 6). 

Es ergibt sich also aus allem, dafi die Umbildung 
der Laevulose in Dextrose, soweit iiberlebende Organe 
in Frage kommen, nur in der Leber vonstatten geht. 
Auch letztere verliert diese Fihigkeit, wenn hoch- 
gradige Verinderungen ihrer Struktur gesetzt werden. 


ITI. 


Trotz des negativen Ausfalls der Experimente mit zer- 
kleinerter Leber haben wir weiter versucht, stereokinetische Fer- 
mente im Euter einer frischmilchenden Kuh nachzuweisen‘). 
Hatte doch R6hmann?) besonders betont, daf} die Hervor- 
lockung solcher Enzyme in die Blutbahn bei trichtigen oder 


') Das Euter der Milchkuh verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Direktor Morizinski vom Stidtischen Schlachthof, dem auch an 
dieser Stelle hierfiir gedankt sei. 

*) F, Réhmann, Uber die durch parenterale Rohrzuckerinjektionen 
,hervorgelockten* Fermente des Blutserums von triichtigen Kaninchen, 
Biochem. Zeitschr. Bd. 84, S. 382 (1917); ders., Uber die Bildung des 
Milchzuckers in der Milchdriise, Biochem. Zeitschr. Bd. 93, S. 237 (1919). 
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siugenden Tieren besonders leicht sei, weil die in der Milchdriise 
stattfindende Bildung des Milchzuckers, beziehentlich seiner 
einen Komponente, der Galaktose, an das Vorhandensein von 
Stereokinasen gebunden sein miisse. Auch war es durchaus 
moéglich, daS in den im Vergleich zur Leberzelle viel weniger 
differenzierten Zellen der Mamma ein weniger an die Struktur 
der Zellen gebundenes Ferment die Umwandlung von Dextrose 
oder Laevulose in Galaktose bewirke. Zum Nachweis um- 
lagernder Fermente wurde neben fein zerkleinerten Euter- 
stiickchen auch Prefsaft aus der Milchdriise in ihrer Ein- 
wirkung auf Dextrose und Laevulose untersucht. 


Das Euter wurde unmittelbar nach der Tétung der Milchkuh auf- 
geschnitten, durch haufiges Auswaschen mit EKiswasser von der in ihm 
befindlichen Milch befreit und bis zur Verarbeitung auf Eis aufbewahrt. 
Kin Teil des Euters wurde in der Fleischhackmaschine gemahlen und 
dann mit Quarzsand und Kieselgur griindlich in einer groBen Porzellan- 
reibschale geknetet und der so gewonnene Teig in der hydraulischen 
Organsaftpresse von H. Meyer unter einem allmihlich auf 350 Atmo- 
sphiren ansteigenden Druck komprimiert. Der PreBsaft wurde in einem 
eisgekiihlten Zylinder aufgefangen und ebenfalls bis zum Ansatz des Ver- 
suchs auf Eis aufbewahrt. Auch waren der Quarzsand, die Siliciumerde, 
Reibschale usw. vor Beginn des Versuchs gut gekiihlt. Simtliche Gerite, 
die mit dem Euterprefsaft in Berithrung kamen, waren keimfrei gemacht. 
Der Rest des Euters wurde mit der Schere auf einer eisgekiihlten Glas- 
platte in kleine Stiickchen zerkleinert. 

Betrachten wir Tabelle 7 Ansatz 1, so ergibt sich zuniichst, 
daf} sich im Prefisaft ohne irgendwelchen Zusatz nach 2 Stunden 
0,050°/o rechtsdrehender Substanz befand, die wahrscheinlich 
auf zuriickgebliebenen Milchzucker zu beziehen ist. Leider wurde 
unterlassen, das Reduktionsvermégen und die Drehungskraft 
des Prefisaftes vor Ansatz des Experiments zu untersuchen. 

Vergleicht man an den Versuchen, in welchen dem Pref- 
saft 2 ¢ Laevulose beziehentlich Dextrose zugesetzt waren, die 
polarimetrisch und titrimetrisch gewonnenen Zuckermengen mit- 
einander, so zeigt sich auch hier eine weitgehende Uberein- 
stimmung derselben; eine Veriinderung des zugesetzten Zuckers 
hatte nicht stattgefunden. 

Das gleiche Ergebnis wie die Prefisaftversuche hatten auch 
die mit fein geschnittenen Euterstiickchen angestellten Ex- 
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Uber sterische Umwandlung von Hexosen durch Organe usw. 125 


perimente. Man ist daher zu dem Schluf berechtigt, dafi sich 
auch aus dem Euter stereokinetische Fermente im Sinne von 
Réhmann nicht gewinnen lassen. Wiren wirklich solche 
vorhanden, so hitte das Erscheinen von Galaktose in einer 
starken Rechtsdrehung zum Ausdruck kommen miissen, was 


jedoch niemals der Fall war. Auch der zweimalige Versuch 


der Darstellung von Galaktosazon mit essigsaurem Phenyl- 
hydrazin schlug fehl. 

Hiermit soll natiirlich nicht in Abrede gestellt werden, 
dafi die lebende Milchdriise imstande ist, die Umwandlung 
von Dextrose oder Laevulose in Galaktose zu bewirken, die 
eine Hauptfunktion ihres Driisengewebes darstellt. 


IV. 


Um schliefilich ein Urteil zu gewinnen, wie weit stereo- 
kinetische Fiihigkeiten sich bei niederen Organismen nach- 
weisen liefen, wurde versucht, ob sich durch Zusatz von Dextrose 
und Laevulose zu Hefe eine Umwandlung dieser Zuckerarten 
in groferem Mafie feststellen lifit. 

Nach allem, was wir iiber die Biologie der Hefe wissen, 
ist die Vergiirung der Zucker zweifellos ein fermentativer Prozef3, 
der ‘iiber die Stufe der Hexosephosphorsiure fiihrt. Letztere 
ist nach den Untersuchungen von Lebedew, Harden und 
Young, Neuberg, Euler u.a.') eine Laevulose beziehentlich 
Enoldiphosphorsaure. Es ist also sicher, daf} zum Abbau der 
Glykose eine Umwandlung im Molekiil nétig ist. Um eine 
solche zu erweisen, haben wir in Versuch 8 fein zerriebene 
Bickerhefe mit einer diinnen Laevulose- und Dextroselésung 
zusammengebracht. 

Aus T'abelle 8 ergibt sich, daf} nach zweistiindigem 
Stehen —- wie zu erwarten — eine grébere Zuckermenge 
verschwunden war. 

Dariiber hinaus hatte eine Umwandlung von Dextrose 
in Laevulose bezw. umgekehrt nicht stattgefunden. Die Hefe 


1) Siehe hierzu: Hans Euler und Paul Lindner, Chemie der Hefe 
und der alkohol. Giirung, Akademische Verlagsgesellschaft, Leipzig 1915. 
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lagert also Dextrose nur insoweit um, als sie dieselbe in den 
Abbau einbezieht. 

Auch bei Hemmung des Abbaus durch hohe Zuckerkon- 
zentration nach dem Vorgang Eulers') war eine Umwandlung 
nicht nachweisbar, wie aus der umstehenden Tabelle 9 her- 
vorgeht. 

Man sieht also, daf} die Hefezellen bei gewissen Kon- 
zentrationen des Zuckers zwar eine betriichtliche Zerstérung 
zugesetzter Laevulose bewirken, daf} aber dariiber hinaus eine 
Umwandlung des nicht vergorenen Fruchtzuckeranteils in 
Traubenzucker nicht nachweisbar war. 

Im Gegensatz dazu findet in der itiberlebenden Leber 
zwar auch ein betrichtlicher Abbau (10°/o und mehr) der zu- 
gesetzten Laevulose statt; was aber von diesem Zucker nicht 
in die Zersetzung einbezogen wird, lagert sich fast quantitativ 
in Dextrose um. 


Diese ausgedehnte Umlagerung in der Leber ist wohl ein 
Ausdruck spezifischer Organleistung. Der der Leber in vivo 
zustromende Zucker mu nimlich sehr schnell verwertet werden, 
um den Kreislauf vor Uberfluf an Zucker zu schiitzen, was 
zum Teil durch Abbau, zum Teil durch Glykogenbildung ge- 
schieht. Wie schon an anderer Stelle ausgefiihrt, ist die 
Voraussetzung dazu die Uberfiihrung des Zuckers in eine 
reaktionstihige Stufe (Enolform), die bei der Laevulose besonders 
leicht gebildet wird. Wenn nun aber die Fihigkeit zur Gly- 
kogenbildung bezw. das Abbauvermégen, wie dies unter den 
Bedingungen des Durchstrémungsexperiments der Fall ist, 
stark vermindert sind, lagert sich die wenig bestiindige Enolform 
in die stabilere Dextrose um. 

Die Bildung der den Abbau beziehentlich die Glykogenie 
einleitenden Enolform ist demnach fiir die iiberlebende Leber 
mit ihren noch relativ erhaltenen Zellfunktionen sehr leicht 
méglich. Bei strukturlosen Leberstiickchen dagegen sind wohl 


1) Euler und Lindner 1. c. 8. 140. — Bokorny, Chemiker- 
Zeitung Bd. 27, Nr. 90 (1903) und Allgemeine Brauer- und Hopfen-Zeitung 
1903, zitiert nach Zentralblatt fiir Bakteriologie Bd. 2, S. 12, 119 (1904) 
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aufier Resten der Zellatmung spezifische Titigkeitsiufferungen, 
wie die minimale Milchsiurebildung aus Laevulose zeigt, nur 
noch in sehr geringem Umfange vorhanden, so daf} es zur 
Bildung der reaktionsfihigen Kohlehydratstufe in gréfierem 
Mafie itiberhaupt nicht mehr kommt. 

Die Umwandlung der Laevulose in Dextrose ist also weit- 
gehendst an eine gewisse Vitalitit der Zellen gebunden; sie 
geht in der kiinstlich durchstrémten Leber aus dem, oben er- 
wihnten (grunde ihrer spezifischen Zelltitigkeit auch unab- 
hingig vom Abbau vonstatten, wihrend dies bei der Hefe 
nur insoweit erfolgt, als ein Abbau von Zucker stattfindet. 
Offenbar steht die sterische Umwandlung des Zuckers mit dem 
Abbau in innigem Zusammenhang. 


Zusammenfassung. 


Fassen wir die Resultate aller Untersuchungen zusammen, 
so ergibt sich, daf} von iiberlebenden Organen und Zellen 
des Warmbliiters einzig die Leber, nicht aber Muskel und 
Blutkérperchen Laevulose in Dextrose umwandeln kénnen. Auch 
die Leber vollzieht diese Umwandlung nur bei der kiinstlichen 
Durchstrémung, nicht aber nach weitgehender Zerstérung ihrer 
Zellen, worin ein Hinweis liegt, daf} die Umwandlung von 
Laevulose in Dextrose an eine ziemlich weitgehende Intaktheit 
der Struktur gebunden ist. 

Dementsprechend hat sich auch gezeigt, daf} im Brei und 
den Extrakten der anderen von uns untersuchten Organe stereo- 
kinetische Fermente nicht vorhanden waren. 

Damit wird es auch sehr unwahrscheinlich, daf} solche 
Fermente, deren Wirkung offenbar an eine gewisse Zellstruktur 
gebunden ist, auf immunisatorischem Wege in die Blutbahn 
hervorgelockt werden und im Serum eine stereokinetische 
Wirkung ausiiben kénnen, wie es R6hmann geglaubt hat. 








Verdauungsversuche mit Albumosen, die durch Alkali- 
einwirkung gewonnen sind. 
Von 


Assistent Dr. med. Hedwig Langecker. 


(Aus dem med,-chem, Institut der deutschen Prager Universitit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1921.) 


Die von mir durch Alkalieinwirkung dargestellten Albu- 
mosen') hatten eine deutliche, wenn auch nur geringe Ver- 
daulichkeit durch Trypsin gezeigt. Die Keratinsubstanz, die 
gegeniiber proteolytischen Enzymen vdollig unangreifbar ist, 
wird also durch den Abbau zu Keratosen der Verdauung zu- 
giinglich. Gegeniiber andern Albumosen bleiben zwar die 
Keratosen in der Angreifbarkeit durch Trypsin stark zuriick. 
Ks sollte untersucht werden, worauf der Unterschied in der 
Verdaulichkeit zuriickzufiihren ist. 

Bevor man zu der Annahme greift, daf} eine besondere 
Bindungsart der Komponenten die Resistenz der Keratosen 
gegen verdauende Fermente bedinge, mufite versucht werden, 
folgende Fragen zu entscheiden: 1. Ist die bei den Ver- 
dauungsversuchen der Keratosen stets beobachtete Anderung 
der | H]-Konzentration*) von hemmendem Kinfluf} auf die Fer- 
mentwirkung? 2. LaBt sich der Verdacht, dafi eine durch 
die Alkalieinwirkung eingetretene Racemisierung die Unver- 
daulichkeit bedingt, durch Verdauungsversuche mit durch Al- 
kalieinwirkung dargestellten Albumosen aus leicht verdau- 
lichen EiweiBkérpern begriinden? Uber diese zwei Punkte 
wurden die folgenden Untersuchungen angestellt. 


I. Verdauungsversuche mit Keratosen unter Pufferzusatz 
und starkem Fermentzusatz. 


') Zeitschr. f. phys. Chem. Bd. 108, 8. 230. 
2) Von Soerensen auch beobachtet: Bioch. Zeitschr. Bd. 7, S. 99. 
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Nach dem Vorschlag von Michaelis und Davidsohn’) 
wurden zur Konstanthaltung der [H|-Konzentration Phosphat- 
gemische als Puffer verwendet. Die verwendete Albumosen- 
lésung (mit n/2-Natronlauge dargestellt) war 4°/o, die Fer- 
mentlésung (Trypsin Griibler) 5°/o. 


Ks wurden zu je 30 cm‘ Kiweiflésung 10 cm® Regulator resp. Laugen- 
gemisch u, 7,5 cm® Fermentliésung zugesetzt. Alle Lésungen waren vor 
dem Mischen auf Kérpertemperatur vorgewirmt. Als Kontrollversuch 
diente eine Mischung, die an Stelle der EiweifSlésungen 30 cm® Wasser 
enthielt. Auf die Titration in Stadien mute verzichtet werden, da die 
zugesetzte Pufferlisung das erste Stadium bedeutend verlingert. Ebenso 
spielte der grofie ermentzusatz eine Rolle. Es wurde mit n/5-Natron- 
lauge auf Zusatz von 10 cm® vorher genau neutralisierter und mit Indi- 
kator versetzter Formollisung titriert, nachdem vorher genau neutrali- 
siert worden war. Als Neutralpunkt galt die Reaktion eines Phosphat- 
gemisches von ca. n/3 primirem und sec. Natriumphosphat gegeniiber emp- 
findlichem Lackmuspapier. Bei den ohne Regulator hergestellten Ver- 
dauungsgemischen wurde stets eine Abnahme der Alkalitait beobachtet. 
In Haupt- und Kontrollversuch war stets die gleiche Fliissigkeitsmenge 
eingehalten. Es wurde in beiden Lisungen auf stark rot gegen Phenol- 
phthalein formoltitriert. Die Titration wurde nie iiberschritten. Es wurde 
zunichst der gewiinschte Farbenton zu erreichen gesucht und dann nach- 
gesehen, ob der nichste Tropfen den Farbenton iindert. Der Verbrauch 
an n/5-Lauge der Kontrollésung wurde vom Verbrauch an Lauge im Haupt- 
versuch abgezogen. Bei dem Versuch, die Phosphate mit Baryumchlorid 
und Barytlauge zu entfernen, stellte es sich heraus, dal} N-haltige Kérper 
mitausgefallt wurden. Es mufite daher auf die von Soerensen®”) vor- 
geschlagene Ausfillung verzichtet werden. Da in jeder Versuchsreihe der 
gleiche Phosphorgehalt vorhanden war, so ist der Titrationsfehler jeder 
Versuchsreihe immer der gleiche gewesen und die Differenzwerte kinnen 
als MaB des freigewordenen Aminostickstoffs gelten. Die Formoltitration 
geschah iiberall ohne Entfernung von Ammoniak, woraus folgt, dab der 
formoltitrierbare Stickstoff als Aminogruppe -+- Ammoniak vorhanden war. 
Da die bei der totalen Hydrolyse gefundene Ammoniakmenge nur gering ist 
(2,83—2,7°/,) und die Ammoniakabspaltung bei der Trypsinwirkung*) nur 
unbedeutend ist, ist der von ihr zu erwartende Fehler sehr gering*). Die ver- 


') Bioch. Zeitschr. Bd. 36, S. 280. 

*) Soerensen, Bioch. Zeitschr. Bd. 25, S. 9. 

®) Henriques und Gjaldbeck, Zeitschr. f. phys. Chemie Bd. 75, 
S. 393. 


*) Henriques und Soerensen, Zeitschr. f. phys. Chemie Bd. 64, 
S. 1380. 


‘ 
" 
ve 
ui 
¥ 
$ 
, 
: 


ae ce ee See 
eee 











132 Hedwig Langecker, 


L © 


wendeten Regulatoren und Laugengemische waren: a) 1 cm* n/10-Natron 
lauge und 9 cm*® Wasser, b) 2,5 cm® n/10-Natronlauge und 7,5 cm*® Wasser, 
c) 4.cm* n/10-Natronlauge und 6 cm® Wasser, d) 5 cm* n/3-sec.-Natrium- 
phosphat 3 cm® n-Natronlauge 2 cm* Wasser, e) 5 cm® n/3-sec.-Natrium- 
phosphat 1 cm* n-Natronlauge 4 cm* H,O, f) 4 cm® n/3-sec.-Natriumphos- 
phat und 4 cm'n/3 prim. Natriumphosphat -+- 2 cm* Wasser. Von Haus 
aus waren 12,6°/, des Gesamtstickstoffs formoltitrierbar. 

a) ergab nach 80" eine Zunahme von 4,8 °/o, nach 170" 7,4 °/ ; 

b) ergab nach 80" eine Zunahme von 4,8 °/o, nach 170" 6,4 °/o, 

In einem Parallelversuch wurde nach 80" neuerlich 7,5 em’ 
Fermentlisung zugesetzt. Nach 170" war eine Zunahme von 
9,6°/o nachweisbar ; 

c) ergab nach 80" eine Zunahme von 4,7 °/o, mit Ferment- 
verdopplung nach 170" 8,3°/o, d) ergab nach 80" eine Zu- 
nahme von 6°/o, nach 170" 9,6°/c, mit Fermentverdopplung 
12°, e) ergab nach 80 7,4, nach 170 12°/o, mit Fer- 
mentverdopplung 15°/o, f) ergab nach 80" 7,5°/o, mit Fer- 
mentverdopplung 15°%o. 

Danach schien es von Einflufi auf die Verdauung zu sein, 
eine Pufferlésung zur Konstanthaltung der Reaktion dem Ver- 
dauungsgemisch zuzusetzen. Zum Vergleich wurde ein Versuch 
mit einer durch Saéureeinwirkung dargestellten Deuteroalbumose 
aus Serumglobulin gemacht. 

Im Versuch a wurde zu 30 cm® einer 4°/, igen Eiweiflésung 7,5 cm* 

°/,ige Fermentlisung und 2,5 cm® n/10-Lauge, 7,5 cm® H,O zugesetzt. Von 
Haus aus waren 12,8°/, Stickstoff formoltitrierbar. Nach 24) war eine 
Zunahme von 20°/,, nach 1202 von 48°/, hier. Im Versuch b wurde als 
Regulator 5 cm® mnl./3-sec.-Natriumphosphat 1 cm*-n-Lauge 4 cm® Wasser 
verwendet. Die Resultate glichen denen vom Versuch a. 

Ks liegt nahe daran zu denken, daf} den durch Alkali- 
wirkung gewonnenen Albumosen eine besondere Resistenz gegen 
Fermente zukommt, die sich darin dufsert, dafi nur bei An- 
wendung grofjer Fermentmengen und Konstanz der Jonen- 
konzentration die Verdauung weiterschreitet. Der giinstige Kin- 
flu von neuem Fermentzusatz 1aBt an Fermentbindung denken. 

In einem zweiten Versuch wurde neben der Formoltitration 
noch die Bestimmung des durch Gerbsiure fillbaren Stickstofis 
vorgenommen, um dem EKinwand zu begegnen, dal die an- 
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gewendete Methode fiir diesen Fall die fermentative Zerlegung 
nicht nachweist. Ks kénnte sich um Zerlegungen handeln, die 
nur bis zu Peptiden fiihren, ohne nennenswerte Mengen von 
Aminogruppen freizugeben. 


5 0/ 


Die verwendeten Lésungen waren: eine 4°/,ige Eiweiflésung, eine 5°/, ige 
Trypsinlésung, 10°/,ige Tanninlésung. Als Puffer diente eine Mischung von 
5 cm® n/3-sec-Natriumphosphat, 1 cm’ n-Lauge, 4 cm? Wasser. Der Haupt- 
versuch bestand aus: 20 cm® Eiweiflésung, 6,6 cm® Puffer, 7 em® Ferment 
zugesetzt, im Kontrollversuch anstatt Kiweifi 20 cm® Wasser. Zur Tannin- 
fillung wurden zu den Verdauungsgemischen, die genau neutralisiert wur- 
den, 4 cm® n-Natriumacetat (neutral) und 20 cm® Gerbsiurelésung zugesetzt 
und ad 100 aufgefiillt, nach 245 filtriert und in je 30 cm® nach Kjeldahl 
der Stickstoff bestimmt. 


Die N-Bestimmung in 20 cm® Eiweiflisung ergab: 99,68 mg N 











= 100°/,. (0+ 35,5 [85,7] em® n/5-Siure.) Der Gesamt-Amino-N betragt 
58,2°/, des Gesamt-N. 
Verhiltnis 
em? si o/ baie ga ees. 
7 ej [5- o N ; = Ps - allb. a 7 
Zeit | nj mg 5 Gesamt-N | Amino-N Pen 
Lauge Rone 
titrierbar. 
in mg in °%o Stickstoff 
Oh} 4,5 12,6 12,7 21,7 41,44 41,5 3,27 
24h] 6 16,8 16,9 29 
48h} 6,9 19,3 19,4 33,3 54mgN 54,2 2,7 
Zugabe von 7 cm*® Ferment. 
96h] 9 25,2 25,3 43,4 | Keine 1,5 
120h] 10,2 28.6 28,7 49,2 J Zunahme 
170h}] — keine Zunahme — _ 

















Die Untersuchung der Kontrollproben ergab eine Zunahme 
des formoltitrierbaren Stickstoffs, die im Bereich des Titrier- 
fehlers lag. Die hohen Zahlen fiir den durch Gerbsiure fiall- 
baren Stickstoff entsprechen den Verhiltnissen bei teilweise 
verdauten Eiweifikérpern'). Ein Versuch, die Verdauungs- 
proben zu analysieren, wurde unterlassen, da der grofie Fer- 
mentzusatz ein sehr unreines Produkt erwarten liefi. Gegen- 
iiber den Versuchen von Soerensen') mit Wittepepton und 


') Henriques, Diese Zeitschr. Bd. 71, 8.500. — Soerensen, Bioch. 
Zeitschr. Bd. 7, S. 92. — Dakin, Americ. Biol. Chem. Bd, 15, S, 272. 
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Casein, wobei etwa 70°/o des Gesamt-Aminostickstoffs formol- 
titrierbar wurden, bleibt der Erfolg bei den Keratosen von 
50°/o nicht zu weit entfernt. Die Trypsinwirkung ergibt bei 
verschiedenen Eiweifikérpern nach H enriquesund Gjaldbeck') 
verschiedene Grade von Aufspaltung, inkeinem Fall aber eine 
vollstandige. 

In einem Versuch wurde die kombinierte Wirkung von 
Pepsin und Trypsin untersucht. Es wurde eine 2°/oige Deutero- 
keratosenlésung und eine 1,5 °/oige Pepsin-(Merck) -Lisung ver- 
wendet. 


Zum Hauptversuch wurden 500 cm® einer Mischung von: 500 cm 
Eiweiflésung, 50 cm? Ferment und 50cm® n-Salzsiiure verwendet. Der 
Kontrollversuch enthielt anstatt der Eiweifblésung Wasser. Ein Toluol- 
zusatz schiitzte vor Faulnis. 

Die Stickstoffbestimmung in je 20 cm* Verdauungsgemisch abziiglich 
Kontrollésung (4 mg) betrug: 65,44 mg N (24,8 n/5-Siure); nach 04 wurde 
bei der Formoltitration 2,95 n/5-Lauge — 8,26 mg N 12,6°/,; nach 14 Tagen 
wurde bei der Formoltitration 3,6 n/5-Lauge —10,1 mg N — 15,4°/, ver- 
braucht. 

Fiir die Titration gilt alles im vorstehenden Angefiihrte. 

Die zur Titration verwendete Flissigkeit (20 cm*) wurde durch 
0,75 g Pepsin in Lésung ersetzt, ebenso in der Kontrollésung und der Ver- 
such weitere 14 Tage sich iiberlassen. 

Nach 4 Wochen: Die Stickstoffbestimmung in 20 cm® abziiglich Kon- 
trolle ergab bei einem Verbrauch von 22,4 cm* n/5-Siure 62,7 mg N. Die 
Formoltitration: Verbrauch von 4,6 cm’ n/5-Lauge 12,9 mg N = 20,4°/). 

Kine Probe von 20 cm® wurde noch 2 Wochen stehen gelassen, zeigte 
aber keine Zunahme mehr, 

Es wurden jetzt 400 cm® Eiweiflésung (resp. Kontrollisung) genau 
neutralisiert ‘und 80 cm® einer Mischung von n/3 prim. und n/3-sec. Na- 
triumphosphaten hinzugefiigt. Ebenso 0,75 g Trypsin (Rhenania). Es ent- 
stand eine minimale Triibung. Nach 14 Tagen: Kjeldahl] in je 20 cm? (ab- 
ziiglich Kontrolle) 50,1 mg N (17,9 cm* n/3-Saure. Formoltitration: 6 cm® 
n/5-Natronlauge 16,8 mg N 33,5°/, Gesamt-N id est 57,5°/, Amino-N. 

Durch lingere Vorbehandlung mit Pepsin gelingt es also 
auch, mit verdiinnten Fermentliésungen unter Pufferzusatz die 
Trypsinverdauung einigermafien weiterzufiihren. 


II. Zur Entscheidung der Frage, ob die eingetretene Ra- 
cemisierung Ursache der Schwerverdaulichkeit der durch Alkali- 





1) Diese Zeitschr. Bd, 75, 8. 382. 
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einwirkung dargestellten Albumosen ist, wurden aus Casein, 
Haemoglobin und Globin auf demselben Wege Albumosen ge- 
wonnen und auf ihre Verdaulichkeit gepriift. 


a) Versuche mit Albumosen aus Casein. 

45 g Casein (Merck) wurden in 450 cm® n/2-Lauge im 
Brutofen 4 Tage stehen gelassen. Kine nach 2 Tagen ent- 
nommene Probe ergab reichlichen Niederschlag beim Neu- 
tralisieren. Nach 4 Tagen wurde neutralisiert, mit Steinsalz 
ganz gesittigt, eine Stunde geschiittelt, filtriert und im Filtrat 
durch Ansiiuern mit der Salzsiure die Albumose gefiallt. Sie 
erwies sich in H,O unléslich und war nur auf Zusatz von 
Saure oder Alkali in Lésung zu bekommen, fiel aber bei einem 
Versuch der Dialyse wieder aus. Sie wurde noch 3 Tage mit 
n/2-Lauge im Bratofen stehen gelassen. Dann wurde auf die 
eben angegebene Weise eine wasserlésliche Abumose erhalten, 
die durch mehrtagige Dialyse gegen destilliertes Wasser salz- 
frei wurde. Mit dieser Albumose wurde in mehreren Ver- 
suchen die Verdaulichkeit gepriift unter Anwendung der vorher 
geschilderten Methode. 


I. Reihe.- Die verwendeten Liésungen waren: 4°7/o Albu- 
mose in Kontrollversuch H,O,0,4°/o Trypsin. Als Puffer: 4 em? 
n/3 sec. und prim. Natriumphosphat ca. 2 cm? H,O oder 1 cm? n/10- 
Lauge 9 cm? H,O. Es wurden je 20 cm® Eiweiflésung, 17 em® 
Fermentlisung, 10 cm® Puffer in vorgewirmtem Zustand ge- 
mischt und der Verdauung iiberlassen. Der Gesamtstickstoff 
betrug von Haus aus 96,3 mg N (34,4 cm? n/5-Saure). Die 
Formoltitration ergab fiir 20 cm*: 5 cm?® n/3-Lauge 14 mg N 
= 14,5 °/o. Nach 5 Tagen wurde nur eine Zunahme von 5 °/o erzielt. 

II. Reihe. In der Erwagung, es kénnten Aatherlésliche 
fettartige Bestandteile die Verdauung beeinflussen, wurde in 
einer zweiten Versuchsreihe ein Teil der Albumose mit Ather 
wiederholt extrahiert. Der Ather war vorher mit verdiinnter 
Schwefelsiure durchgeschiittelt und hernach iiber Atzkalk 
destilliert worden. Es gingen nur Spuren in den Ather. Die 
Versuchsanordnung war die gleiche wie im ersten Versuch. 
Auch hier wurde keine Zunahme iiber 5°/o erzielt. 
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III. Reihe. Es wurde untersucht, ob die Verwendung von 
konzentrierten Fermentlésungen eine Verdauung in weiterem 
Ausmafi erméglicht. Es wurden 20 cm*® Kiweiblésung mit 
10 cm® Puffer (5 cm® n/5-sec. Natriumphosphat, 1 cm? n-Lauge, 
4 cm*H,0O) 20 cm? einer 1,2 °/oigen Fermentlésung verwendet. Es 
wurde ebenfalls nur eine Zunahme um 5°/o gesehen. Die Wirk- 
samkeit des Ferments wurde an der schon erwihnten Serum- 
globulinalbumose gepriift; von Haus aus waren 12,8°/o N 
formoltitrierbar, nach 24" eine Zunahme von 22°/o, nach 48+ 
von 30°/o. 

Nach Abschluf} der Versuche fand ich in der Literatur 
die schénen Arbeiten von Dakin’), die klarlegen, dafi durch 
Einwirkung von Alkali bei Kérpertemperatur eine Anderung 
der Konfiguration zur Racemisierung fiihrt an Stelle der 
-CH-CO-Gruppe in der Peptidbindung (Keto-enol-isomerie), wiih- 
rend die endstindigen Aminogruppen nicht verindert werden. 
Die Resistenz der Alkalicaseose gegentiber Fermenten hat 
er auch beobachtet. Meine Caseose zeigte eine optische Akti- 
vitét von [a|p = 52,7 (a = 1,58°, | = 2 dm, c = 1,5°%o). 

Der Unterschied der Hornalbumose und der Caseose gegen- 
iiber Fermenteinwirkung bleibt ungeklirt. Ks wire méglich, 
daf} ein Teil des Cystins bei der Behandlung mit Lauge rasch 
aus der Peptidbindung gelést wird und dadurch der Racemi- 
sierung entgeht. 


hb) Versuche mit Albumosen aus Haemoglobin. 


Das Haemoglobin wurde aus Pferdeblut kristallisiert ge- 
wonnen und durch 25°/o Alkohol salzfrei gewaschen. 40 g 
Haemoglobin wurden 24 lang mit 400 cm® n/2-Salzsiure bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Hin grofier Teil des Farb- 
stoffes ging in Liésung. Der ungeléste Riickstand wurde mit 
n/2-Natronlauge 7 Tage im Brutofen belassen. Hernach wurde 
genau neutralisiert, ohne dali etwas ausfiel. Erst bei Ganz- 
siittigung mit Steinsalz fiel ein Niederschlag aus (Protalbumose), 
und zwar in ziemlich betrichtlicher Menge. Das Filtrat gab 


1) Americ. Biol. Chemistr. Bd. 13, 8S. 357; Bd. 15, S. 272. 
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auf Zusatz von Salzsiiure auch noch eine Fillung, die aber 
geringer war (Deuteroalbumose). Beide Niederschlige waren 
stark gefairbt. Die Protalbumose wurde durch Behandeln mit 
weinsaurem Alkohol (n/100) vom Farbstoff zu befreien gesucht. 
Kin grofer Teil des Farbstoffes ging in den Alkohol iiber. Nach 
dessen Abdunsten blieb der Farbstoff iibrig, der in seinem wasser- 
und séureléslichen Teil keine Biuretprobe gab, so daf} der Ver- 
lust an Kiweif} durch die Alkoholbehandlung wohl sehr gering 
war. Die so erhaltenen Albumosen wurden durch Dialyse salzfrei 
erhalten und in der beschriebenen Weise aut ihre Verdaulich- 
keit gepriift, wobei eine 5°/oige Trypsinlésung und ein Puffer- 
gemisch von der Zusammensetzung: 5 cm*® n/3 sec. Phosph. 
cm* n N,OH 4 cm* H,O verwendet wurde. Die Protalbumose 
zeigte von Haus aus 17°/o formoltitrierbaren Stickstoff und 
nach 3 Tagen eine Zunahme von 13,2°/o. Die Deuteroalbumose 
zeigte von Haus aus 22,7°/o formoltitrierbaren Stickstoff und 
nach 3 Tagen eine Zunahme von 4°/o, Die optische Aktivitiat 
lie sich an den dunkelgefairbten Lésungen nicht bestimmen. 


c) Versuche mit Albumosen aus Globin. 


Zur Darstellung des Globins wurde nach den Angaben 
von Schulze’) und Gamgee?*) verfahren. Durch Ausathern 
wurde der Hauptteil des abgespaltenen Haematins entfernt und 
durch Neutralisation mit ganz verdiinntem Ammoniak das 
Globin gefillt. Nachdem der erste ausfallende stark gefarbte 
Teil abfiltriert worden war, wurde der Rest der Fallung; hell- 
gelb erhalten. 

Das so gewonnene Globin wurde vom Ammoniumchlorid frei ge- 
waschen und in Essigsiure gelést und durch Dialyse salzfrei erhalten 
und auf seiae Verdaulichkeit geprift. 20 cm® Eiweiflésung, 2 cm® n/10- 
Natronlauge und 5 cm’ einer 0,2°/, igen Try psinlésung wurden der Verdauung 
unterzogen. Der Gesamtstickstoff in 20 cm*® betrug 54,32 mg (38,8 cm? 
n/10-Lauge). Nach 0h waren 3,1°/, Stickstoff formoltitrierbar. Es trat 
wihrend der Titration eine Fallung auf. Nach 174 blieb die Fallung aus 
und 31,4°/, Stickstoff waren formoltitrierbar. Nach weiteren 12h 40°,. 
Das Globin war also leicht durch Trypsin angreifbar, was auch Schulze angibt. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 24, S. 461. 
*) Hofm. Beitr. Bd. 4, S. 1. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. phvsiol. Chemie. CXYV. 10 
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Durch Behandlung mit n/2-Natronlauge bei Brutofen- 
temperatur wurden Albumosen gewonnen, und zwar nach 
7tagigem Stehen analog wie beim Haemoglobin vorwiegend 
Protalbumosen, nach 10 Tagen vorwiegend Deuteroalbumosen. 
Beim Neutralisieren der Laugeliésung wurde auch hier keine 
Fallung beobachtet. Wihrend die Globinlésung von Haus aus 


eine optische Aktivitit von [«] = —52° zeigte (¢ = 2%, 
]= 2 dm, «= 2,08), wurde nach der Laugebehandlung eine be- 
deutende Abnahme beobachtet [a] = —14,8° (¢ = 1,84%o, 


l= 2dm, «= 6,53°). Die Albumosen wurden in der beschriebenen 
Weise auf ihre Verdaulichkeit gepriift, wobei ebenfalls 5 °/o 
Fermentlésung und Pufferlésung verwendet wurde. Die Prot- 
albumose ergab von Haus aus 16,9°/o formoltitrierbaren Stick- 
stoff, nach 8 Tagen eine Zunahme von 11°/o. Die Deutero- 
albumose ergab von Haus aus 25°/o formoltitrierbaren Stick- 
stoff und nach 3 Tagen eine Zunahme von 6,7 °/o. Die optische 
Aktivitat betrug:[«]=19,6°/, (ec=1,34°/,,1=2dm, «= 0,53°/,). 

Jenach dem Grade der eingetretenen Racemisierung diirften 
die bei Alkalieinwirkung erhaltenen Albumosen gegeniiber Fer- 
menten ein verschiedenes Verhalten zeigen, was auch mit den 
grundlegenden Erfahrungen von A. Kossel und F. Weiss’) 
tbereinstimmt. 


") Diese Zeitschr, Bd. 68, S. 165, 
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Carbonsiure-Ester als amphotere Elektrolyte. 


Von 


H. v. Euler und Olof Svanberg. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1921.) 


Die vorliegende Mitteilung iiber eine nichtenzymatische 
Katalyse schliefit sich an Versuche von Euler und Laurin’) 
an, in welchen die Abhingigkeit der Thermostabilitaét der 
Saccharase von der Aciditiit der Lésung gepriift worden war. 

Jarbonsiiure-Ester werden bekanntlich sowohl durch Saéuren 
als durch Alkalien gespalten, und seit langer Zeit kann als 
feststehend angesehen werden, dafs — innerhalb gewisser 
Grenzen, und abgesehen von Nebenwirkungen — die Spaltungs- 
geschwindigkeit in saurer Losung der Konzentration der freien 
Wasserstoffionen, in alkalischer Lésung der Konzentration 
der freien Hydroxylionen proportional ist. Das interessanteste 
Aciditiitsgebiet war auffallenderweise noch nicht systematisch 
untersucht worden, und Anhaltspunkte iiber den Spaltungs- 
verlauf in diesem Gebiet findet man nur in einer Arbeit von 
Wijs’), welcher bekanntlich aus einer Messung des Punktes 
der geringsten Spaltungsgeschwindigkeit das Ionenprodukt des 
Wassers berechnet hat. 

In einer Untersuchung iiber die maximale Stabilitaét or- 
ganischer Stoffe haben Euler und Laurin*) die Aciditiits- 


') Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 64 (1919). — 
Siehe auch ebenda Bd. 110, S. 55 (1920), 

*) Wijs, Zeitschr. f. physik. Chemie Bd. 12, 8S. 514 (1893). 

3) Euler und Laurin, Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, Nr. 30 
(1920). 
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kurve der Spaltung des Athylacetats zuniichst im Bereich 
pH = 2,5 bis 6 durch orientierende Messungen festgelegt, bei 
welchen die Aciditiit der Loésung durch einen geeigneten 
Puffer wihrend der Reaktion konstant gehalten wurde. Es 
wurde durch die genannten Messungen die Lage des Stabilitiits- 
maximums bei pH = 5,1 + 0,5 gefunden. Nach einer ana- 
logen Untersuchung von Euler und Hedelius’) an 2-Glu- 
kose, deren wesentlichstes Ergebnis wir durch die unten- 
stehende Figur 1 wiedergeben, war eine zur Ordinate der 
maximalen Stabilitiit sym- 
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ren Griinden unvollstindig geblieben, wie die Figur 2 zeigt. Eine 
neue, demniichst erscheinende Untersuchung aus dem hiesigen 
Laboratorium von Herrn Mag. K. G. Karlsson bringt die 
genau ausgearbeitete vollstindige Acidititskurve. 

Euler und Laurin sind bei ihrer erwihnten Arbeit iiber 
die Esterstabilitiit von dem Gedanken ausgegangen, dafi die 
empirisch feststellbare Aciditét des Stabilitétsmaxi- 
mums des Athylacetats den isoelektrischen Punkt 


') Euler und Hedelius, Biochem. Zeitschr. Bd. 107, S. 150 (1920). 
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dieses Esters darstellt, also den Punkt, welcher durch 
die Formel') definiert ist: 


kK, 
h= Ye > Kw 


Wie nimlich aus dieser Formel hervorgeht, ist beim iso- 
elektrischen Punkt der dissoziierte Anteil der amphoteren 
Substanz ein Minimum. Die Annahme, daf} bei der Acidi- 
tiit der maximalen Stabilitét der dissoziierte Anteil der am- 
photeren Substanz ein Minimum ist, ergibt sich aus einer 
friiher von emem von uns”) aufgestellten Hypothese iiber die 
katalytischen Erscheinungen und lift sich auch so ausdriicken, 
dafi der nichtdissoziierte Ester stabil ist im Vergleich zu den 
Ester-anionen und Ester-kationen. 

Nach den vorliiufigen Messungen von Laurin setzen 


wir also: 


Ks handelt sich also jetzt um die Bestimmung von K, und 
K,. Daf die Konstante Ky, einen auferordentlich kleinen 
Betrag haben mu, ist aus der obigen Formel und — wenn 
wir an unserer Grundhypothese festhalten — aus der Tatsache 
zu schliefien, dafi die Esterspaltung durch H-Ionen iiber 
tausendmal schwiicher katalysiert wird als durch HO-Ionen. 

Dagegen schien die experimentelle Bestimmung der Kon- 
stanten K, des Athylacetats mit den gegenwiirtig zur Ver- 
fiigung stehenden MeBmethoden, und zwar am besten mit der 
elektrometrischen Methode, erreichbar zu sein, 

Bei der Ausfiihrung der Messungen haben wir im wesent- 
lichen dieselbe Methodik befolgt, wie Michaelis und Rona’) 
bei ihren elektrometrischen Bestimmungen der Dissoziations- 
konstanten einiger sehr schwachen Siuren. 

Es wurden also zwei vollig kohlensiurefreie Natronlaugen 
hergestellt und die Wasserstoffionenkonzentrationen derselben 





1) Michaelis, Biochem. Zeitschr. Bd. 30, 8S. 145 (1910). 

*) Kuler, Zeitschr. f. Chem. Bd. 36, S. 641 (1901); Bd. 40, 8. 498 
(1902); Bd. 47, 8. 853 (1904). 

3) Michaelis und Rona, Biochem. Zeitschr. Bd. 49, S. 232 (1913). 
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in zweckmifiger Verdiinnung — es wurde im allgemeinen bei 
pH = 12 gearbeitet — teils mit reinem Wasser, teils mit 
emer Auflésung der zu untersuchenden Substanz durch paar- 
weise ausgefiihrte Bestimmungen mit je einer und derselben 
Platinelektrode festgestellt. Die Konzentration der zu_be- 
stimmenden Substanz wurde im allgemeinen gleich 1/,-normal 
gewiihlt, d. h. die ,Siure* war im 50fachen Uberschuf im 
Vergleich zu der Konzentration des Alkalis. 

Die Berechnung des Zahlenmaterials ergibt sich nach der 
Uberlegung von Michaelis und Rona!) folgendermafen: Aus 
h : [diss.] 

{undiss. | 
wo K die zu bestimmende Dissoziationskonstante, h die Wasser- 
stoffionenkonzentration, |diss.] der dissoziierte Anteil der ,Siure* 
und [undiss.| der nichtdissoziierte Anteil derselben ist, 
ergibt sich unter Erwigung, daf} [undiss.| in dem vorliegenden 
Falle praktisch gleich der zugefiihrten Totalkonzentration dieses 
Stoffes und [diss.] gleich der Differenz der Hydroxylionen- 
konzentrationen (4A HO) der Lauge mit und ohne den Zusatz 
der zu bestimmenden Siiure zu setzen ist, 
h- (A HO) 
Konz. der Siiure 

Die pH-Bestimmungen wurden unter Beriicksichtigung 
aller Vorsichtsmafregeln, mit knappem Kintauchen der Platin- 
elektroden und unter dauernder DurchstrOémung von Wasser- 
stoff ausgefiihrt. Der Wasserstoff wurde in der Mehrzahl der 
Fille einer Bombe entnommen, bei einigen Versuchen aus 
Salzsiiure mit Stangenzink entwickelt. Nach Verdiinnen der 
Natronlauge auf genau '/,,,-norm. zeigte sie die Aciditat 
pH = 12,13, also entsprechend einem lonenprodukt des 
Wassers 14,13, anstatt 14,14, was auf fast vodllige Abwesen- 
heit von Kohlensiure hindeutet. 

Die kleinsten, unter den hier gewihlten Versuchs- 
bedingungen noch zu entdeckenden Dissoziationskonstanten 
ergeben sich aus den folgenden Zahlen: 


1) Michaelis und Rona, Biochem, Zeitschr. Bd. 49, 8S, 232 (1913). 
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A pH=0,02 A pH=0,01 
bei ph=12 K=0,67-10-15 0,84. 10-15 
bei pH = 12,5 K=0,70-10-%5 0,34. 10-15 


Messungen. 


Die Messungen wurden hier stets an Mischungen von 4 ccm 
NaOH (0,08-n.) mit 20 com Wasser bzw. 20 com einer 0,5-n. 
Lésung von reinem Athylacetat ausgefiihrt. Da die Ester- 
verseifung bei jedem Versuch sofort nach dem Zusatz der 
Lauge beginnt, mubte fiir eine méglichst schnelle Einstellung 
des Potentials’) durch Verwendung besonders sorgfiiltig pla- 
tinierter EKlektroden gesorgt werden. Der Maximalwert der EK 
war im allgemeinen schon in 1 bis 3 Minuten erreicht. Durch 
die fortschreitende Verseifung sinkt der Wert von EK stetig, 
durch Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der EK-Kurve ist 
es aber moéglich, einen angeniihert richtigen Wert fiir die Zeit 
t = 0 Minuten zu extrapolieren. 


Versuchsreihe 1. (Klektrode 3.) -+-18°. 
4 com 0,08-n,NaOH, 20 com Wasser: 9538,0 Millivolt. 
4 com 0,08-n.NaOQH, 20 cem 0,5-n. Athylacetat: 
3 Minuten 947,6 Mv 
5) Minuten 945,7 Mv 


Extrapoliert bis 0 Minuten: 951,0 Mv. 


Versuchsreihe 2, (Klektrode 1.) +18° 
4 com 0,08-n.NaOH, 20 com Wasser: 952,4 Mv. 
4 ccm 0,08-n.NaOQH, 20 cem 0,5-n., Athylacetat : 
1 Minute 944,9 Mv 
2.5 Minuten 938,1 Mv 
3 Minuten 932,6 Mv 
5 Minuten 916,0 Mv 
6 Minuten 910,38 Mv 
Extrapoliert bis 0 Minuten: 952,38 Mv. 


Versuchsreihe 3. (Elektrode 4.) + 18°. 


4 ccm 0,08-n.NaOH, 20 com Wasser: 952,4 Mv. 
4 com 0,08-n.NaOH, 20 ccm 0,5-n. Athylacetat: 


1) Als Ableitungselektrode diente die gesiittigte KCl-Kalomel-Elektrode. 
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0,8 Minuten 949,0 Mv 
1,5 Minuten 946,3 Mv 
2 Minuten 943,5 Mv 


Extrapoliert bis 0 Minuten: 952,8 Mv. 


Versuchsreihe 4, (Klektrode 4.) +6°. 


4 com 0,08-n.NaOQH, 20 com Wasser: 959,7 Mv. 
4 ccm 0,98-n.NaOH, 20 cem 0,5-n. Athylacetat: 


2 Minuten 940,8 Mv 
3 Minuten 931,2 Mv 
4 Minuten 921,5 Mv 
5 Minuten 913,1 Mv 


Extrapoliert bis 0 Minuten: 959.3 Mv. 


Versuchsreihe 5, (Klektrode 4.) —3°. 


4 com 0,08-n.NaOH, 20 com Wasser: 967,27 Mv. 
4 ccm 0,08-n.NaOH, 20 ccm 0,5-n. Athylacetat: 


3 Minuten 953,7 Mv 
5 Minuten 944,9 Mv 
6 Minuten 939,5 Mv 
7 Minuten 9384,0 Mv 


Extrapoliert bis 0 Minuten: 969,0 Mv. 
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Die Zahlen der Versuchsreihe 5 sind in der Figur zusammengestellt 
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Zusammenfassung der Messungen an Athylacetat: 








Millivoltzahl 
Vor F mit | ohne 
h l'emp i. 
—_ Athylacetat 
(extrapol.) 
18° 953,0 | 951,0 
2 952.4 | 952,3 


952,4 952,8 
Mittel 1—3 18° 952,6 | 952,0 


we 


4 6° 959,7 = 959,3 
5 —3° | 967,7 | 969,0 








Kine Variation der Millivoltzahlen mit 0,5 entspricht einer 
Anderung der pH-Werte von etwa 0,01.. Es ist also mit 
Sicherheit festgestellt (vgl. die Tabelle 8S. 143), daf die Siiure- 
dissoziationskonstante des Athylesters kleiner ist als 10-%, 

Die von einem von uns friiher versuchte Schitzung von 
K, ist also bedeutend zu grof} ausgefallen. Dementsprechend 
wiirde sich, unter der nunmehr wahrscheinlicheren Annahme, 
daf} K, etwa 10—'* betrigt, fiir K, der Wert 10—°° ergeben. 


Immerhin folgt aus der eingangs erwiihnten Deutung des: 


Stabilitiitsmaximums als isoelektrischen Punkt, dafi der Ester 
als Siure etwa 10000 mal stiirker ist als beziiglich seiner 
basischen Dissoziation. Wir kénnen also die Tatsache, daf 
Carbonsiiure-Ester von starken Basen so viel schneller ge- 
spalten werden als von entsprechend konzentrierten starken 
Siiuren, darauf zuriickfiihren, dafi die Salze, welche Ester mit 
starken Basen bilden, weniger weitgehend hydrolisiert sind, 
als unter entsprechenden Umstiinden mit gleich starken Siuren, 
dais also im ersteren Fall die Konzentration der die Reaktion 
vermittelnden Ester-[onen entsprechend gréfier ist’). 


‘) Wie schon friiher betont, ist hier die Annahme eingefiihrt, dah 
die Zerfallsgeschwindigkeit des Esteranions und Esterkations nicht er- 
heblich verschieden sind. Sollte sich spiiter herausstellen, da dies nicht 
der Fall ist, so lif®t sich dieses Geschwindigkeitsverhiltnis leicht rech- 
nerisch beriicksichtigen. 
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Kine iihnliche Uberlegung, wie die hier fiir Kster') an- 
gestellte, liibt sich auch auf andere Stoffe, welche sowohl durch 
Siiuren als durch Basen gespalten werden, iibertragen. Bei 
Siiureamiden liegen die Verhiiltnisse insofern giinstiger, als 
sich hier wenigstens die Konstante Ky, messen liBt; sie be- 
triigt nach eigenen Messungen, welche friihere Ergebnisse von 
J. Walker und von Wood bestiitigen, bei Zimmertemperatur 
rund 2.10-", Aus den Messungen von Acree und Nird- 
linger’) lifjt sich die Lage der maximalen Stabilitiit zu etwa 
pH = 5—7 schiitzen. 


') Bei Sulfosiiure-Estern sind die Verhiltnisse wesentlich andere als 
bei Carbonsiiure-Estern. 
*) Acree und Nirdlinger, Amer. Chem. Journ, Bd. 38, 8. 489 (1907). 
> 





Uber die chemische Natur des bei der Luesreaktion nach 
Meinicke (D. M.) entstehenden Niederschlages. 
Von 


Dr. Hans Lieb. 


(Aus dem medizinisch-chemischeu Institut der Universitit Graz.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, April 1921.) 


Die vor kurzem im Archiv fiir Hygiene, Bd. 90, 5. 98 —122 
(1921) erschienene Arbeit, .Zur Theorie der Serologie der 
Syphilis* von Dr. EK. Epstein und Dr. F. Paul, in der sie 
hauptsichlich klarstellen, ,dafi bei der Priizipitationsreaktion 
der Seren bei Syphilis nicht die als Globuline bezeichnete 
Eiweibphase der luetischen Seren ausgeflockt werden, sondern 
die Lipvidphase des zugesetzten Organextraktes*, veranlafit 
mich, iiber die Ergebnisse meiner vor liingerer Zeit begonnenen 
Untersuchungen iiber die chemische Natur des bei der Lues- 
reaktion nach Meinicke, 3. Modifikation (D. M.) entstehenden 
Niederschlages schon jetzt zu berichten. 

Da ich annehmen darf, daf} die Prizipitationsreaktion von 
Meinicke (D. M.) in ihrer Ausfiihrung schon bekannt ist'), will 
ich auf die Methodik nicht niher eingehen, sondern nur darauf 
hinweisen, daf} die Extraktbereitung und Anstellung der Reak- 
tion genau nach den Vorschriften Meinickes erfolgte. Zur 
Verwendung gelangten nur die im hygienischen Institute der 
Universitit Graz nach Wassermann gepriiften inaktivierten, 
stark positiven und positiven Sera, fiir deren Uberlassung ich 
auch an dieser Stelle den Herren Hofrat Prausnitz und 
Dozent Dr. Hammerschmidt herzlichst danken méchte. 

Um an die chemische Untersuchung des Flockungsnieder- 


1) Miinch. med. Wochenschr, 1919, Nr. 33, S. 933 (66. Jahrg.). 
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schlages schreiten zu kénnen, bendétigte ich natiirlich gréfere 
Mengen des Niederschlages, die ich nur durch mehrmonat- 
liches Verarbeiten der von der Wassermann-Reaktion iibrig 
bleibenden, positiven Sera und Sammeln der bei der D. M.- 
Reaktion entstandenen Ausflockungen erhalten konnte. Schon 
meine ersten kleinen Vorversuche iiber die Léslichkeitsverhilt- 
nisse der Ausflockungen in Alkohol und besonders in Ather 
brachten mich zur Uberzeugung, da die Niederschlige weder 
aus Globulinen, noch aus Globulinlipoid-Verbindungen bestehen 
kénnen, die Ansicht Meinickes itiber die chemische Natur 
des Flockungsniederschlages also nicht richtig sein kann. 

Im folgenden will ich mehrere experimentelle Tatsachen 
aufzeigen, die fiir die Lipoidnatur des Flockungs- 
niederschlages sprechen und die Ergebnisse Epsteins 
und Pauls bestitigen und ergiinzen. 

Die bei der Meinicke-Reaktion aus luetischen Seren 
gewonnenen Niederschliige -—- die Serum - Kochsalzextrakt- 
verdiinnungen wurden gewohnlich 24 Stunden im Brutschrank 
bei 37° und dann noch einige Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen — wurden durch scharfes Zentrifugieren nieder- 
gerissen, die dariiber stehende klare Fliissigkeit sorgfaltig ab- 
gegossen, mit 5—10 ccm physiologischer Kochsalzlésung ver- 
setzt, die Niederschlige gut durchgeschiittelt, wieder zentri- 
fugiert, die Kochsalzlésung abgegossen und das Auswaschen 
mit Kochsalzlésung so lange fortgesetzt, bis schliefilich die 
abgegossene F'liissigkeit keine Kiweifjreaktion mehr zeigte, 
worauf die Niederschlige noch einmal mit einigen Kubik- 
zentimetern destilliertem Wasser durchgeschiittelt wurden. 
Dabei sei ausdriicklich darauf hingewiesen, daf} durch diese 
Behandlung keine Spur einer Verminderung des Niederschlages 
zu beobachten war, also nicht etwa ein Teil in Lésung ge- 
gangen sein konnte. Nach dem AbgieBben des Wassers wur- 
den die Niederschlige in gewogene Schiilchen gebracht und 
bei einigen Versuchen zur Ermittlung des Gewichtes zuerst 
bei 37° und dann im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 


1, 12 ccm inaktiviertes Wassermann-positives-Serum ergaben 
14,0 mg Niederschlag. 
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2. 48 ccm aktives Wassermann-positives-Serum ergaben 
60,0 mg Niederschlag. 

3. 61 ccm inaktiviertes Wassermann-positives-Serum ergaben 
42,0 mg Niederschlag (Neuer Extrakt). 

4, 15 ccm inaktiviertes Wassermann-positives-Serum ergaben 
11,0 mg Niederschlag (Neuer Extrakt), 


In anderen Fallen wurden die Niederschlige durch Auf- 
streichen auf Tonteller getrocknet. Die aus den Versuchen 
1 und 2 erhaltenen Niederschlige wurden einige Zeit mit 
50 ecm Ather behandelt und dabei festgestellt, dai der weit- 
aus gréfere Teil in Ather lislich war. Nach dem Filtrieren 
wurde der Ather verdunstet und als Riickstand eine honig- 
gelbe, ziihe Masse erhalten, mit welcher folgende Farben- 
reaktionen angestellt wurden. 

1. Probe nach Salkowski: Kin Teil des Ather-Ver- 
dunstungsriickstandes wurde in Chloroform gelést, das gleiche 
Volumen konz. Schwefelsiiure zugesetzt und umgeschiittelt. 
Die Schwefelsiiure fiairbte sich stark rot, das Chloroform nur 
sehr schwach rot. Die Chloroformlésung wurde in ein Por- 
zellanschilchen abgegossen und umgeschwenkt, wobei die 
Firbung iiber schwach rosa, bliulich in farblos tiberging, eine 
Reaktion, wie sie Cholesterin und ahnliche Verbindungen zeigen. 
Der sehr schwach positive Ausfall spricht dafiir, daf} nur sehr 
geringe Mengen von Cholesterin im Flockungsniederschlag 
enthalten sind. 


2. Probe nach Liebermann-Burchard: Kin Teil des 
Ather-Verdunstungsriickstandes wurde in Chloroform geliést, 
zur Lésung einige Tropfen Essigsiure - Anhydrid und dann 
tropfenweise konz. Schwefelsiure zugesetzt. Es trat rosa- 
bis violettrote Firbung auf, die dann in griin tiberging. Diese 
Reaktion zeigt ebenfalls, dafi cholesterinartige Verbindungen 
vorliegen diirften. 

3. Die Pettenkofersche Gallensiurereaktion fiel ne- 
gativ aus. 


Kin weiterer Teil wurde zur quantitativen Kohlenstoff-, 
Wasserstoff- und Stickstoffbestimmung verwendet. 
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4,606 mg: 0,583 mg Asche = 11,58°/); 
9,55 mg CO,; 3,85 mg H,O 
== €3:95°/, ©: 10,58°/, H 


(berechnet auf aschefreie Substanz). 


16,89 mg (nach Kjeldahl zersetzt) verbrauchten 2,09 cem 
n/70-HCl zur Neutralisation des entstandenen Ammoniaks. Das 
entspricht 2,48°%o Stickstoff. 

Wenn auch die ermittelten Zahlen, besonders der Kohlen- 
stoffwert, wegen des Aschengehaltes und der Schwierigkeit 
des Trocknens, keinen zu grofen Anspruch auf Genauigkeit 
erheben kénnen, so sind doch der hohe Wasserstoff- 
und niedrige Stickstoffwert besonders bemerkenswert, 
weil sie mit der Eiweifinatur des Niederschlages nicht in Ein- 
klang gebracht werden kénnen, wozu noch die Tatsache kommt, 
daB der Ather-Verdunstungsriickstand rund 2,5°/> Phosphor 
enthalt. 

Der itherunlésliche Anteil bestand zum gréHeren Teil aus 
anorganischen Salzen, besonders aus Kochsalz, aber auch aus 
Eiweif} (Millonsche und Biuretreaktion positiv), was nicht ver- 
wunderlich ist, da es ja unméglich ist, das bei der Flockung 
der Lipoide mitgerissene adsorbierte Serumeiweili quantitativ 
zu entfernen. 

In weiteren Versuchen wurde auch die Quantitit des 
itherléslichen und iatherunléslichen Anteiles der Flockungs- 
niederschliige bestimmt: 

1. 40 mg des gewaschenen und auf dem Tonteller ge- 
trockneten Niederschlages wurden mit Ather behandelt und 
die filtrierte atherische Lésung in einem gewogenen Schialchen 
eingedunstet. Der Riickstand betrug 31 mg = 77,5 °/o. 

2. 41,7 mg des gewaschenen und zuerst bei 37°, dann 
kurze Zeit bei 90° getrockneten Niederschlages, ebenfalls mit 
Ather behandelt, ergaben einen Ather-Verdunstungs- 
riickstand von 34,3 mg = 82,3°%o. 

Der atherunlésliche Anteil war zum Teil wasserloslich; 
dieser bestand aus Kochsalz; zum Teil laugelislich; dieser 
Anteil bestand aus EKiweifi, da er eine schwache Biuretreaktion 
gab; zum Teil unléslich; dieser Anteil bestand gréfitenteils 
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aus Baumwollfasern, die beim Sammeln der zahlreichen kleinen 
Serummengen dazukamen. In dem itherléslichen Anteil wurde 
nun die quantitative mikroanalytische Bestimmung des Stick- 
stoffes und Phosphors ausgefiihrt. Die Stickstoffbestimmung 
wurde nach der Mikromethode von Pregl’) nach Kjeldahl 
durchgefiihrt, die Phosphorbestimmung nach meiner Methode?) 
durch Uberfiihrung des Phosphors mittels Salpeter - Soda- 
Schmelze in Phosphorsiiure und Fillung derselben als Am- 
moniumphosphormolybdat. 
1. 8,208 mg lieferten die 1,67 cem n/70-HCl entsprechenden Mengen Am- 
moniak = 3,7°/, Stickstoff. 
2. 6,715 mg lieferten die 1,26 cem n//0-HCl entsprechenden Mengen Am- 
moniak = 3,75°/, Stickstoff. 
3. 6,90 mg lieferten die 12,94 mg Molybdatniederschlag = 2,65 °/, Phosphor. 
4. 10,97 mg lieferten die 20,26 mg Molybdatniederschlag = 2,63°/, Phosphor. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, das wir es bei den 
durch die D. M.-Reaktion aus luetischen Seren 
entstehenden Flockungen mit einem Gemisch von 
sehr wasserstoffreichen, stickstoffarmen und 
phosphorhaltigen Verbindungen zu tun haben, die 
die Cholesterin-Reaktion nur ganz schwach zei- 
gen und fast zur Ginze atherléslich sind, also um 
Lipoide aus dem ,Pferdeherz-Atherrestextrakt# 
und in der Hauptmenge um Phosphatide. Die sehr 
geringen Mengen von Eiweili, die im Prazipitat nachzuweisen 
waren, sind leicht durch Adsorption an die Lipoidausflockungen 
zu erklaren. 

Endlich wurde auch der alkoholische Pferdeherzextrakt, 
in der Verdiinnung, wie er fiir die Flockungsreaktion erforder- 
lich ist, einer quantitativen Untersuchung in Bezug auf die 
Menge des Verdunstungsriickstandes, die Atherléslichkeit des 
Riickstandes, seinen Stickstoff- und Phosphorgehalt untersucht. 
Dabei wurden folgende Ergebnisse erhalten: 5 ccm alko- 





1) F, Pregl: Die quantitative organische Mikroanalyse (Verlag 
Springer), S. 100; oder Abderhaldens Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden Bd. IX, 8. 704. 

*) Ebenda S. 133 oder S. 723. 
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holischer Pferdeherzextrakt wurde auf dem Wasserbade ein- 
gedampft und der Verdampfungsriickstand im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Der ziahe, braungelbe Riickstand 
war hygroskopisch und wog 50,2 mg. Die quantitative mikro- 
analytische Stickstoff- und Phosphorbestimmung ergab: 


1. 12,263 mg lieferten 4,68 ccm n/70-HCl entsprechende Mengen 
Ammoniak = 7,63°/, Stickstoff. 

. 8,010 mg lieferten 2,84 ccm n/70-HCl entsprechende Mengen 
Ammoniak = 7,10°/, Stickstoff. 

3. 14,84 mg lieferten 15,40 mg Ammoniumphosphormolybdat 
= 1,48°/, Phosphor. 


bo 


Wurde der Extraktverdunstungsriickstand mit Ather be- 
handelt, so liste sich auch hier ein kleiner Teil in Ather nicht 
auf und der atherlésliche Anteil von 50 mg betrug rund 
41 mg = 82%. Der atherunlésliche Teil bestand fast aus- 
schlieBlich aus Kochsalz. 

Die Stickstoff- und Phosphorbestimmung im itherléslichen 
Anteil ergab: 


1. 7,914 mg lieferten 2,40 ccm n/70-HCl entsprechende Mengen 
Ammoniak = 6,07°/, Stickstoff. 

2. 5,930 mg lieferten 2,34 com n/70-HCl entsprechende Mengen 
Ammoniak = 7,82°/, Stickstoff. 


3. 12,02 mg lieferten 17,30 mg Ammoniumphosphormolyhdat 
= 2,0°/, Phosphor. 


Kine Gegeniiberstellung der Stickstoff- und Phosphorwerte 
des Pferdeherzextraktriickstandes und des Flockungsnieder- 
schlages zeigt ganz deutlich, dafi der Stickstoffgehalt des 
Flockungsniederschlages kleiner, der Phosphorgehalt héher ist 
als im Extraktriickstand. Ich glaube daraus den Schluf mit 
ziemlicher Wahrscheinlichkeit ziehen zu diirfen, daf§ von den 
Organextraktlipoiden an der Flockung bei der 
D. M.-Reaktion hauptsachlich die Phosphatide be- 
teiligt sind neben geringen Mengen anderer Lipoide, wie 
Cholesterin. 

Zum SchluB méchte ich der Vermutung Ausdruck geben, 
dafi mir der Versuch, die Frage der Brauchbarkeit eines Organ- 
extraktes durch chemische Untersuchung zu lésen, doch nicht 
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ganz aussichtslos erscheint. Es wire damit ein grofier Fort- 
schritt fiir die Serologie der Syphilis erzielt, da die Erfolge 
aller serologischen Syphilisreaktionen, ob nun die Wasser- 
mannsche Reaktion oder die Praizipitationsreaktion 
nach Meinicke oder Sachs und Georgi in Frage kom- 
men, wesentlich von der Beschaffenheit des Organextraktes 
abhingen. Wenn es gelinge, gleich zusammengesetzte Extrakte 
herzustellen, wiirden gewif} manche Differenzen verschwinden, 
die sich zwischen Wassermannscher Reaktion und den Priizi- 
pitationsreaktionen ergeben, und wahrscheinlich kame es dann 
auch nicht mehr so leicht zu differenten Ergebnissen der ver- 
schiedenen Forscher mit ein und derselben Methode. 

Vielleicht gelingt es durch Untersuchung des alkoholischen 
Organextraktes inbezug auf die Menge des Verdunstungs- 
riickstandes, aus dessen Stickstoff- und Phosphor-, allenfalls 
Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt — die mikroanalytischen 
Methoden nach Preg! gestatten, diese Untersuchung auch mit 
geringen Substanzmengen in kurzer Zeit durchzufiihren — das- 
jenige Verhiltnis zwischen Kohlenstoff-Wasserstoff-Stickstoff 
und Phosphor und damit das richtige Lipoidmischungsverhiltnis 
herauszufinden, bei dem die besten Bedingungen fiir die Flok- 
kungen gegeben sind. Nicht ganz entsprechende Extrakte 
kénnten allenfalls durch Lipoidzusitze auf das richtige Misch- 
ungsverhaltnis gebracht werden. Von systematischen Ver- 
suchen verspreche ich mir giinstige Erfolge, und in dieser 
Richtung méchte ich meine Arbeit fortsetzen, ohne befiirchten 
zu miissen, Eingriffe in das Arbeitsgebiet der eingangs er- 
wihnten Forscher zu machen. 

Beziiglich der Literatur iiber die Theorien der Flockungsreaktionen 
verweise ich auf die eingangs erwihnte Arbeit von Epstein und Paul, 
ferner auf die Arbeit von Dr. Paul Konitzer in der Zeitschrift fir 
Tmmunitiatsforschung und experimentelle Therapie Bd. 30, Heft 3/4 (1920): 
,Zur Theorie und Praxis der neueren serodiagnostischen Methoden der 
Syphilis, insbesondere der Meinickeschen Reaktion, der 3. Modifikation 
nach Meinicke und der Sachs-Georgischen Reaktion‘, in der auch ein 
umfassendes Literaturverzeichnis itiber alle einschlagigen Arbeiten zu 
finden ist. 

Ferner michte ich eine Arbeit von Dr. Kurt Scheer, ,Zur Theorie 


der Sachs-Georgischen Reaktion‘ (Miinchner medizinische Wochenschrift 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXY. 11 








pmesker 


SR alp ce lilly 


ote 


We eg TS BAY near 
pede ee en ee ee ee re ees ee eee 


ei heather So. 


wee a hat ihe 


Latah tach cristae at 
ro atria e Aa Pan) 


ae ae 


% 
a 





154 Hans Lieb, Uber die chemische Natur usw. 


1921, Nr. 2, Seite 46) erwihnen, da auch dieser Untersucher feststellen 
konnte, daB die bei der Sachs-Georgischen Reaktion aus lueti- 
schen Seren entstehenden Niederschlige zum gréferen Teil atherléslich 
sind, daher aus Lipoiden bestehen. Er halt aber noch an der Ansicht 
einer Lipoidglobulinverbindung fest, wihrend Mandelbaum anf 
Grund anderer Beobachtungen schon viel friiher (Miinchner medizinische 
Wochenschrift 1920, Nr. 33) der Anschauung Ausdruck gibt, ,dafi bei der 
Sachs-Georgischen Reaktion die Globuline tiberhaupt nicht ausgeflockt 
werden, sondern daf} das, was ausfallt, Lipoide sind, teilweise in leicht, 
teilweise in schwer léslicher Form‘. 

Nach Vollendung meiner Arbeit veréffentlichte Dr. P. Niederhoff 
in der Miinch. med. Wochenschr., 68. Jahrg., S. 330 (1921) seine 
Untersuchungen ,Uber die chemische Natur der bei der Sachs-Georgi- 
und Meinicke-Reaktion. . . . auftretenden Flocken‘. Er erbringt 
bereits den experimentellen Beweis fiir die Lipoidnatur der Flocken. 
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Von 


H. vy. Euler und Karl Myrbick. 
Mit 1 Figur. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1921.) 


Der erste Teil der vorliegenden Mitteilung betrifft die im 
hiesigen Laboratorium versuchsweise eingefiihrte Methodik, 
wasserlésliche Vitamine B (Biokatalysatoren) durch die Girungs- 
beschleunigung an T'rockenhefen bzw. Dauerhefen zu bestimmen. 
Es handelt sich dabei zunichst um eine Charakterisierung 
unserer Trockenhefe und im Anschluf} daran um die von uns 
bei vielen Vitamin- und Biokatalysator-haltigen Fliissigkeiten 
gefundene Tatsache, dal bei steigendem Zusatz von aktiver 
Substanz zur Trockenhefe die Girwirkung ein Maximum er- 
reicht, worauf bei weiterem Zusatz die Aktivierung in eine 
Hemmung iibergeht. 

Der zweite Teil enthilt Versuche iiber den Vitamingehalt 
bzw. die Biokatalysatorwirkung tierischer Safte und Fliissig- 
keiten, welche zur ersten Orientierung fiir die spiitere Auf- 
stellung einer Vitaminbilanz im tierischen bzw. menschlichen 
Kérper dienen sollen. 

Ta. 
Zur Charakterisierung unserer Trockenhefe. 


Daf die Biokatalysatorkomponente der wifirigen Ausziige 
aus getrockneten Weizenkeimlingen (Vitamin B aus Weizen- 
keimlingen) die Girwirkung von Trockenhefe und von Alkohol- 
dauerhefe in ifihnlicher Weise beschleunigt, wie dies vom Co- 
Enzym der Hefe bekannt ist(H arden und Y oung, Buchner)?), 


') Siehe auch Euler u. Berggren, Zeitschr, f. Garungsphysiol. Bd. 1, 
S. 203 (1912). — Abderha!den u. Schaumann, Fermentforsch. Bd. 2, 
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ist in einer vorhergehenden Untersuchung von Euler und 
A. Pettersson’) angegeben worden. Diese Methode der Vitamin- 
bestimmung hat mehrere entschiedene Vorziige vor der Messung 
der Giarungsbeschleunigung der frischen Hefe, wie sie in ver- 
schiedener Weise in den eingehenden Untersuchungen von Ab- 
derhalden und Schaumann l.c., ferner von Bachmann?®), 
Frinkel und Schwarz’), sowie Euler, Laurin und Petters- 
son*) angewandt worden ist. Wir erwihnen hier die bei liingeren 
Versuchsserien wertvolle vollstiindige Gleichmifigkeit des Hefen- 
priparates, von welchem man sich in einer einzigen Darstellung 
leicht einige Kilogramme bereiten kann, ferner den Umstand, 
daf} Verschiedenheiten der Permeabilitit der verschiedenen 
Biokatalysatoren®) gegen getrocknete Hefenzellen nicht oder 


S. 120 (1918), — Siehe auch die Arbeiten dieser Forscher in Pfliigers Arch. 
Bd. 172, S. 1 (1918). — Ferner Abderhalden und Koehler, ebenda 
Bd. 176, S. 209 (1919). 

') Euler u. Pettersson, Diese Zeitschr. Bd. 113 (1921). 

*) Bachmann, Journ, Biol. Chem. Bd. 39, S. 235 (1919). 

3) Frinkel u. Schwarz, Biochem. Zeitschr. Bd. 112, 8. 203 (1920), 

*) Euler, Laurin u. Pettersson, Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, 
S. 28 (1920). — Biochem. Zeitschr. Bd. 114, 8. 277 (1921). 

*») In Kiirze sei hier nochmals auf unsere Bezeichnung , Biokatalysator“ 
eingegangen. Wir wenden dieselbe an, solange wir von unseren Sub- 
stanzen aus eigener Erfahrung nichts weiter kennen, als die Wirkung 
auf die Hefe, solange wir also nicht die Beziehung zwischen antineuri- 
tischer Wirkung und Giarungsbeschleunigung genau festgelegt haben. 

Vermutlich enthalten die meisten Extrakte und Priparate aus tieri- 
schen und pflanzlichen Organen nicht nur einen der hier in Betracht 
kommenden Biokatalysatoren. Man kommt wohl zu der klarsten Nomenklatur 
in der Weise, daB man fiir die verschiedenen Wirkungen Einheiten festlegt 
und ein Priparat dann dadurch charakterisiert, da} man angibt, wieviel , anti- 
neuritische* Einheiten, ,girungsbeschleunigende* Einheiten usw. es enthilt. 

Die Bezeichnungen Biokatalysator B I, B II und B III haben wir 
im hiesigen Laboratorium zunichst fiir unsere eigenen Arbeiten eingefiihrt. 
Es soll dadurch der vermutliche Zusammenhang mit den Vitaminen B 
zum Ausdruck kommen, andererseits der Zusammenhang zwischen den 
Wachstums- und Giarungskatalysatoren. Unsere Nomenklatur ist eine 
der vielen méglichen, aber es wire wiinschenswert, daB sich die Autoren 
auf diesem Gebiet auf eine Nomenklatur einigen, welche, den Fortschritten 
der Forschung Rechnung tragend, sich leicht systematisch erweitern abt. 
Besonders wire es zur Vermeidung von weiteren Unklarheiten in diesem 
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nur in geringem Grade in Betracht kommen; besonders wert- 
voll ist schlieSlich, da der Kinfluf der Biokatalysatoren und 
ihrer Begleitstoffe auf das Wachstum der Zellen, wenigstens 
in den ersten sechs Giarstunden, ganz in den Hintergrund tritt. 

Wendet man, wie dies Th. Tholin’) zuerst getan hat, aus- 
gewaschene Trockenhefe an, so ist man imstande, die Wirkung 
des Co-Enzyms von vornherein auszuscheiden, und kann die 
giirungsbeschleunigenden Biokatalysatoren, welche sich nach 
Tholins Untersuchung als verschieden thermostabil erwiesen 
haben, getrennt zur Wirkung bringen. 

Ks ist zweifellos eine der wichtigsten und unabweislichen 
Aufgaben auf diesem Gebiet, die zahlreichen wasserléslichen 
Biokatalysatoren, Co-Enzyme, Vitamine B, Wachstumsférderer 
(growth promoting factors) systematisch und priparativ zu 
trennen. 

Zuniichst ist es dazu erforderlich, die Konzentrations- 
funktion der einzelnen Wirkungen quantitativ festzustellen. 

Wir haben dies hinsichtlich der Giirungsbeschleunigung 
durch Extrakte und Priparate aus Weizenkeimlingen getan und 
geben im folgenden unsere Versuchszahlen an. 





Gebiet zweckmaBig, wenn zunichst die Bezeichnung , Vitamin B‘ fiir die 
urspringlich von C. Funk damit belegten Stoffe reserviert wiirde, also 
fiir diejenigen, an welchen tatsichlich die antineuritische Wirkung 
gemessen ist. 
Die Grundziige der vorgeschlagenen Nomenklatur sind die folgenden: 

Vitamin A (fettlésl.), antirachitisch wirksam 

Vitamin B (wasserlésl.), antineuritisch wirksam 
{ Biokatal. B I, wachstumsférdernd 
(Kinheit auf Hefewachstum bezogen) 
Biokatalysatoren B } piokatal. B II 

(wasserlislich) | Biokatal. B IIL | garungs- 


(Hardens beschleunigend 
Co-Enzym) 





{ 
Vitamin C, antiskorbutisch wirksam. 


Der weiteren Forschung bleibt vorbehalten die Feststellung des 
Zusammenhangs zwischen den verschiedenen Faktoren B, naémlich dem 
Vitamin B und den Biokatalysatoren BI, B II und B III. 

Zur Nomenklaturfrage siehe auch Drummond, Biochem. Journ. 
Bd. 14, S. 660 (1920). 

‘') Th. Tholin, Diese Zeitschr, Bd. 114 (1921). 
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-Wir sind uns vollstaéndig bewufit, dafs wir mit diesen 
Messungen an nicht Co-Enzym-freigemachter Trockenhefe 
noch keine absoluten Gréfen festlegen. Da wir aber die Giir- 
kraft und den Co-Enzymgehalt unserer Trockenhefe angeben, 
so kénnen unsere Werte spiter umgerechnet werden. 

Ohne weiteres gestatten sie eine direkte Beurteilung der 
verschiedenen Priparate, wenn man die Mengen vergleicht, 
welche unter analogen Umstinden dieselben Beschleunigungen 


hervorrufen. 
Methodik. 


Als Girsubstrat kam meist Robrzucker zur Verwendung, 
was geschehen konnte, da durch die nicht ausgewaschene Hefe 
stets eine so grofje Saccharasemenge in Wirksamkeit treten 
konnte, da die Lésung, abgesehen von den ersten Minuten, 
als Invertzuckerlésung anzusehen war’). 

Es wurde durch Phosphatpuffer (1 °/o PO,) dafiir gesorgt, 
da die Girung stets bei optimaler Aciditiit?) verlief, also 
bei py = 4,5, was kolorimetrisch kontrolliert wurde. 

Dadurch wurde gleichzeitig die Konzentration der Phos- 
phationen auf einem solchen Betrag gehalten, dafi Anderungen 
der PO,-Konzentration durch Zusatz von Biokatalysator- 
lésungen nicht mehr in Betracht kamen. 

Das Totalvolumen der girenden Loésungen war stets 
50 cem; die angewandte Menge Trockenhefe betrug in der 
Regel 1 g. 

Der Girungsverlauf wurde volumetrisch verfolgt, und zwar 
wurde die unter Schiitteln entwickelte Kohlensiure durch 
Kapillarréhren in fein geteilte Biiretten geleitet und dort 
iiber Quecksilber mit dem natiirlichen Feuchtigkeitsgehalt bei 
Zimmertemperatur (17°) gemessen, 

Die Girungstemperatur betrug stets 30° und konnte auf 
0,02° genau konstant gehalten werden. 

Die Girung wurde nie iiber das zweite Drittel der Ge- 
samtreaktion hinaus verfolgt, in der Regel hielt man sich im 
ersten Drittel der Reaktion, und es wurden zur Auswertung 





1) Euler u. Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 85 (1911). 
2) Euler u. Heintze, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 166 (1919). 
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die Zeiten verglichen, welche unter den verschiedenen Be- 
dingungen zur Vergirung eines gewissen Anteils des Zuckers 
erforderlich sind. Nur ein solches Verfahren ist theoretisch 
einwandfrei. 

Unsere Trockenhefe. 


Wir haben unsere Trockenhefe selbst bereitet, und zwar 
aus der Unterhefe H der hiesigen St. Eriksbrauerei, welche 
nach griindlichem Waschen und Dekantieren koliert, hydrau- 
lisch abgepreBt und schlieSlich in diinner Schicht ausgebreitet, 
bei Zimmertemperatur getrocknet wurde, was nicht mehr als 
10 Stunden in Anspruch nahm. Die so dargestellte Hefe 
wurde trocken aufbewahrt. 

Vor der Verwendung wurde sie fein gepulvert, in der 
Phosphatlésung aufgeschlemmt und schlieflich mit der Zucker- 
lésung vermischt. 

Die Trockenhefe ist charakterisiert durch die folgenden 


Versuche: 
Trockenhefe (Glukose). 

















g als Aktivator Gdrungszeit, Minuten 
: i PE ee a 
zugesetzte Trockenhefe 60 | 105 | 155 | | 215 | O55, | 310 
ccm CO, 
0 3,0 | 6,25 9,0 |13,5)17,5/ 21,5 4,8 
0,1 4,5 | 9,0 | 15,0) 20,7 | 26,3 | 30,8 6,3 
0,2 6,0 | 11,0/17,0| — | — | — 7,2 
0,4 8,0 15,5/ 23,5, 8,5 | 85,01 42,0 50,0 9,9 
0,6 5,0 | 10,8 | 25,0 - - 7,2 


seis ladnchhtni Trockenhefe (Glukose), 














g als Aktivator Crema Mesias 
waataaie Trockenhefe per Stunde 
erhitzt 1 St. 70° | 60 120 | 180 | 240 
ccm CO, 

0,1 20/42 /6 | 8&8 3,0 

0,2 35 — | 101) 141 3,8 

0,4 5,3 | 10,1); — | 20,1 5,2 

0,6 68 — |190! — 6,8 

0,8 72|— | — | 288 6,2 
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Ib. 


Die eingangs erwahnte Tatsache, dai viele Vitamin- und 
Biokatalysator-haltige Fliissigkeiten und Extrakte die Girung 
durch Trockenhefe nicht nur bis zu einem Maximum beschleu- 
nigen, sondern bei weiterem Zuzatz hemmend wirken, ist fiir die 
Methodik der quantitativen Bestimmung der Faktoren B von 
grofier Bedeutung (vgl. S. 164). 

Sie zeigt, daf} sich bei den Lésungen, bei welchen der 
genannte Effekt eintritt, iiber die Wirkung eines Aktivators 
noch diejenige eines Hemmungskorpers superponiert. 

Aus dieser Tatsache ergibt sich zunichst, dafi man 
keineswegs, wie dies in friiheren Untersuchungen bei der 
Bestimmung der Vitamine und Géirungsaktivatoren vielfach 
geschehen ist, den Vitamin- oder Biokatalysatorgehalt 
der zu untersuchenden Lésungen mit der Girungsbe- 
schleunigung proportional setzen darf. 

Die chemisch-priparative und kinetische Seite dieser Er- | 
scheinung wird im hiesigen Laboratorium weiter bearbeitet'). 
Hier wollen wir durch einige Beispiele den Verlauf der Kon- 
zentrationskurven angeben. 

Zu allen folgenden Versuchen wurden verwendet: 

25 com 2°/oige Phosphatlésung, py = 4,5; darin gelést 

2 g Rohrzucker, 
1 g fein pulverisierte Trockenhefe. 

Dazu 25 com Wasser bzw. Mischung M, wie in jeder 
Versuchsreihe niher angegeben ist. 


Versuchsreihe 1a. 


Versuche mit Biokat. BI aus Weizenkeimlingen. 
Die Versuchslésung wurde in folgender Weise dargestellt: 
40 g getrocknete Weizenkeimlinge wurden 15 Stunden lang 
bei 30° mit 400 ccm Wasser extrahiert. Das Filtrat wurde unter 
vermindertem Druck auf 200 ccm eingedunstet. Es wurde 





‘ Es soll u. a. auch untersucht werden, in welchem Zusammenhang 
dieser Ubergang von positiver in negative Aktivierung mit den Beobach- 
tungen von Vahlen (Diese Zeitschr. Bd. 90, S. 158 [1914] und Bd. 106, 
S. 1383 [1919]) steht. 
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hierauf 3mal mit einem Uberschuf von Ather griindlich ex- 
trahiert; der Ather wurde zuniichst im Scheidetrichter méglichst 
quantitativ abgeschieden; der Rest des Athers wurde durch 
Luft vollkommen entfernt. Extrakt W. a. 
Versuch 1 und 2: 25 cem Wasser, 

“i 3, 4: M=15ccm Wasser + 10 ccm Extrakt W. a. 

‘ +, & Maem , - + 5 , * . 

, 7, 8 M=2 , .. maerigiecs : ; 





Garungszeit, Minuten 





com Extrakt W.a. per Stunde 


75 | 160 210 285 345 | 450 











ccm (O,' 
0 5,0 | 13,0| 18,5) 25,5 | 31,0) 40,0 52 
2 7,5 | 15,0/21,5 | 30,5|!37,0| 47,5 6,3 
5 7,2 16,5) 28,0) 30,5|38,0|49,5 6,5 
10 4,7 9,5 12,0/15,0/19,0 25,0 3,3 


| 


Die Aktivierung bei Zusatz von 2 und 5 ccm Extrakt ist 
deutlich'); schon bei Zusatz von 10 ccm macht sich die starke 
Hemmung der Girung geltend. 

Diese Hemmung wird u. a. durch folgenden Versuch be- 
stiitigt. Derselbe ist mit emem Extrakt ausgefiihrt, welcher in 
ihnlicher Weise, wie Seite 160 beschrieben, hergestellt worden 
war, nur mit dem Unterschied, dafi die Extraktion der Weizen- 
keimlinge bei 40° geschehen war. 


Versuch Ib. 




















Girungszeit, Minuten 
ccm Extrakt W.a. [-—— ) 0 per Stunde 
60 | 165 | 255 | 285 | 390 
cem CO, 
0 4,2 | 13,0 | 21,0 | 23,5 | 31,0 5,0 
10 3,0 | 4,7) 65) 7,5 | 10,0 1,5 
10 Fallung 5,7 | 19,2 | 34,0 | 39,0 | 52,5 81 


Die letzte Zeile dieser Tabelle bezieht sich auf einen 
Versuch, bei welchem 160 ccm des Extraktes W.a. mit dem 





') Auf die Aschenwirkung kommen wir demnachst zuriick. 
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dreifachen Volumen 96°/oigen Alkohols gefallt worden war. 
Die dabei entstehende faserige, fibrinartige Fallung wurde in 
160 ccm Wasser wieder aufgelést; 10 ccm davon wurden zur 
Untersuchung der Girungskatalyse verwendet. Der Versuch 
zeigt, daf} durch die erwihnte Behandlung eine hemmende 
Substanz aus dem Extrakt entfernt worden ist. (Wie friihere 

Versuche gezeigt haben, be- 





















































18 [Ty mS |] Sitzt der in der alkoholischen 
AT es ~ Sy va Lésung befindliche Anteil nur 

79 ‘one tom tak eine ganz geringe girungsbe- 
/ | | MM schleunigende Wirksamkeit.) 

14 4— —— 8 In der Figur sind die 
Zh beiden erwihnten Wirkungs- 

S mt Ba ' maxima durch die Kurven 
N [ | Po I und II veranschaulicht. 
5 | i | | | Kurve III bezieht sich auf 
“i « to. 44 einen spiiter mitzuteilenden 
& re ah Versuch mit Extrakt aus 
gy 3 ae a ee : : menschlicher Milz. (Dieselbe 
X | P| ft | war einem 37jiihrigen, an 
; 6 a Licaalbaail einer Magenverletzung ge- 
i N | | storbenen Manne unmittelbar 

4 | | | |_| nach dessen Tod entnommen.) 

| i q Der Extrakt war hergestellt 

F 7 Nebso Serum | durch Maceration der roten 
Wetzerikeimt| | Milzpulpa mit der doppelten 
repschlTtile | Menge Ringerlésung und 




















2 46 8 70 72 7476 Abzentrifugieren der festen 
com. Serum beew Exfrak* Bestandteile. 


Versuch 2. 


Bedeutend stiirker als beim Extrakt der Weizenkeimlinge 
tritt das Maximum der Girungsbeschleunigung bei Seren zu- 
tage. Es sei hier beispielsweise ein Versuch mit Serum ange- 
geben, welches dem einen von uns gelegentlich einer spater 
mitzuteilenden Untersuchung entnommen wurde. Das frisch 
entnommene Blut war sofort durch Riihren defibriniert und 
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hierauf unmittelbar durch Zentrifugieren von den Erythrocyten 

















befreit worden. 
Giérungszeit, Minuten 3 
ccm Serum eee mene came Ss _; Stunde : 
65 | 135 | 190 | 240 ie 
‘ ccm CO, 

0 6,0 | 12,0 | 17,5 | 22,0 5,3 ; 
1 12,7 | 23,0 34,0 | 44,0 11,0 

2 17,2 | 33,0 | 46,0 | 59,0 14,8 

5 17,7 | 36,0 | 52.0 | 67,5 16,9 

14 15 | 28,3 | 40,0 | 55,0 13,7 


Abgesehen von der Konzentrationsfunktion hat dieser 
Versuch zum erstenmal gezeigt, wie sehr viel stirker mensch- 
liches Serum hinsichtlich der Wirkung von Biokatalysator 
BII (einschl. Salzen) ist, als das Serum eines Kaninchens. 

Ks ist nun festzustellen: 

1. die Anzahl g unserer Trockenhefe, deren siimtliche 
Aktivatoren (nach Zerstérung der , Zymase“) e1forder- 
lich sind, um (bei gegebenen Girungsbedingungen) | g 
unserer Trockenhefe auf das halbe Maximum der Gir- 
kraft (CO, per Stunde) zu bringen; 

2. die Anzahl g unserer T'rockenhefe, deren siimtliche 
Aktivatoren (nach Zerstérung der ,Zymase“) erforder- 
lich sind, um 1 g unserer ausgewaschenen Trocken- 
hefe auf das halbe Maximum der Giirkraft zu bringen; 


3. die Anzahl g unserer Trockenhefe, deren Biokataly- 
satoren B II (= simtliche hierhergehérenden Girungs- 
aktivatoren minus Co-Enzym) erforderlich sind, um 1 g 
unserer Trockenhefe auf das halbe Maximum der Giir- 
kraft zu bringen. 


Die Versuche, welche zur Erreichung eimer grodferen 
Sicherheit und Genauigkeit noch mehrfach wiederholt und 
variiert werden miissen, haben einstweilen folgendes ergeben: 

L. 2, 3. : 
g Trockenhefe 1,8 27 3,6 ‘ 
EKinheiten fiir die vorlaufige Gehaltsbestimmungen i 
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von Loésungen hinsichtlich der Biokatalysatoren B I] 
und B IIT). 


Wir gehen von den 8. 160 u. ff. angegebenen Messungen 
1 und 2 aus und stellen fest, wie viele g Trockensubstanz der 
verschiedenen tierischen oder pflanzlichen Fliissigkeiten bzw. 
Extrakte erforderlich sind, um eine gewisse Menge von Hefe 
in ihrer Wirkung als Giirungsaktivator zu ersetzen. 


Dadurch messen wir gleichzeitig Biokatalysator IT + III. 


Wir bezeichnen die Wirksamkeit mit entsprechenden kleinen 
Buchstaben; demgemiif} ist die Wirksamkeit biokatal. b IT + I] 
die Wirksamkeit derjenigen Substanz, welche per g derjenigen 
von | g unserer T'rockenhefe gleichkommt. 


Wenn also (unter gegebenen Umstiinden) das halbe Gi- 
rungsmaximum 


einerseits durch die Biokatalysatoren von 1 g Hefe, 


anderseits durch die Biokatalysatoren von 2 g Weizen- 
keimlingen erreicht wird, so bezeichnen wir die biokataly- 
tische Wirksamkeit der Weizenkeimlinge mit dem Ausdruck: 
biokatal. b I] + III = 0,5. Entsprechend finden wir fiir die 
biokatalytische Wirksamkeit eines (normalen) menschlichen 
Serums den Wert 2—3. 


Obige Definition ist noch in zwei Punkten der Ergainzung 
bediirftig : 


a) unsere Trockenhefe, welche einstweilen unsere Einheit 
bildet, ist durch genauen Vergleich mit anderen ver- 
breiteteren Hefen an diese anzuschliefien, so dafi auch 
diese als Einheit benutzt werden konnen; 


b) es muf} die Wirksamkeit des Biokatalysators B II von 
derjenigen des Co-Enzyms (Biokatalysator III) ge- 
schieden werden, was nach den Ergebnissen von Th. 
Tholin ohne prinzipielle Schwierigkeiten geschehen 
kann. 


') Hier ist einstweilen von den girungshemmenden Stoffen in der 
Hefe und von den Aschenbestandteilen abgesehen. 
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II. 
Orientierende Versuche Uber die Bilanz des Biokatalysators B II 
im menschlichen und tierischen Korper. 


Die im vorhergehenden Teil mitgeteilten Erfahrungen sind 
in den folgenden Versuchen angewandt worden, welche den 
Biokatalysator B IL betreffen, also den Stoff oder das Stoff- 
gemisch, welcher in der Literatur hiufig mit Vitamin B iden- 
tifiziert wurde und dessen Wirkung auf Hefe mdglicherweise 
mit derjenigen des Vitamins B identisch ist. 

Unser Ziel ist, fiir den in der angegebenen Weise charak- 
terisierten Faktor B II (Biokatalysator B II) die Bilanz im 
menschlichen Korper aufzukliren. Dab die Feststellung der 
Bilanz dieser und der iibrigen Faktoren friiher noch nicht 
in Angriff genommen worden ist, beruht vermutlich darauf, 
daf} das Eindringen in die quantitative Seite dieses Gebietes 
wegen der vielen noch herrschenden Unsicherheiten erschwert 
und die Arbeit zweifellos aufierordentlich zeitraubend ist. In- 
dessen ist die Beantwortung der Frage, wieviel von jedem der 
mit der Nahrung eingefiihrten Faktoren im tierischen Orga- 
nismus zerstért bzw. resorbiert wird und wieviel wieder ab- 
gegeben wird, unserer Ansicht nach unabweislich. 

Wir sind dem Problem zunichst mit dem Biokatalysator 
B II nach unserer oben beschriebenen Methodik niher ge- 
treten und haben zunichst nur in grofjen Ziigen feststellen 
wollen, wie sich die Kinnahme und Abgabe dieses Faktors im 
tierischen Korper decken. 


Zur Methodik der Feststellung der Bilanz des Bio- 
katalysators B II. 

Man kann hier zwei verschiedene Arbeitswege beschreiten. 
Entweder man sucht aus den zu untersuchenden Korperfliissig- 
keiten und Organextrakten den girungsbeschleunigenden Stoff 
zu isolieren und verwendet die wibrige Losung des ausgefallten 
Stoffes. 

Oder aber man versucht aus den Korperfliissigkeiten und 
Extrakten unwirksame Bestandteile zu entfernen und verwendet 
darnach diese Fliissigkeiten direkt. 
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Jeder dieser beiden Wege hat einen wesentlichen Nachteil. 
Die Abscheidung (Ausfallung) des Biokatalysators B II, welche 
an sich keine Schwierigkeiten macht, laft sich quantitativ 
in der Regel nur schwierig, oft iiberhaupt nicht ausfiihren; 
die entstehenden Verluste lassen sich — da es sich um sehr 
verschiedene Fliissigkeiten handelt — auch schwer schitzen. 
Die direkte Verwendung der zu untersuchenden Fliissigkeiten 
leidet an einer nicht zu unterschitzenden Unsicherheit, welche 
bei iihnlichen Untersuchungen nicht selten tibersehen wurde: 
niimlich der Méglichkeit, dafi neben den zu studierenden Stoffen 
noch beschleunigende und hemmende Stoffe vorhanden sind. 
Die Gegenwart der letzteren verursacht dann, daf} wir iiber 
die Konzentration der ersteren eine falsche Vorstellung er- 
halten. Immerhin lift sich dieser Ubelstand bei geniigender 
Vorsicht umgehen, wenn wir niimlich Konzentrationsfunktionen 
der betreffenden Fliissigkeiten bestimmen und wenn es gelingt, 
einen der beiden einander entgegenwirkenden Stoffe durch 
Erhitzen, die Salze nach Einaschen auszuschalten. 

Wir haben deswegen den zweiten der beiden erwiéhnten 
Wege gewihlt, indem wir in der Regel die Fliissigkeiten selbst 
nach geeigneter Reinigung zur Untersuchung brachten. 

Wir gehen jetzt zu unseren Messungen iiber, nachdem 
wir auf S. 163 und 164 unsere Bezeichnungsweise und die W ahl 
unserer Einheiten dargelegt haben. Wir unterlassen die An- 
gabe der direkt abgelesenen CO,-Volumina und geben die Re- 
sultate in ccm CO, per Stunde an, wobei sich siimtliche Ver- 
suche auf die S. 158 erwihnten Bedingungen, und zwar aut 
alle Katalysatoren, einschlieflich Salzen, beziehen. 


1. Menschlicher Harn. 








ccm Harn in ccm CO, per Stunde 


50 com Garungsgemisch Unvorbehandelt | Erhitzt 1 Stunde 





0 5,5 5,5 
1 7,3 6,0 
2 9,3 6,2 
3 11,3 6,3 
5 7,0 6,3 
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2. Menschlicher Harn (vitaminarme Kost?)). 





ccm Harn in ccm CO, per Stunde 


50 cem Girungsgemisch | [yyorbehandelt ‘Erhitzt 1 St. 100° 








0 5,1 | 5,1 
1 6,0 | 6,0 
2 6,8 | 6,2 
3 7,2 | a 
5 7,9 6,3 


3. Menschliches Serum (nach normaler Kost). 











ecm Serum in ccm CO, per Stunde 


50 com Garungsgemisch | (yyorhehandelt Erhitzt 1 St. 100° 








0 5,3 
1 11,0 | 
2 14,8 | 6,0 
5 16,9 | 
10 16,5 


4. Menschliches Serum (nach vitaminarmer Kost!)). 








ccm Serum in cem CO, per Stunde 


50 cem Gidrungsgemisch | Ypyorbehandelt |Erhitzt 1 St. 100° 








0 4,9 
1 6,8 | 
2 8,8 | 6,1 
3 10,3 | 
5 10,1 ! 


5. Menschliche Fiices. 


Die Untersuchung der Faces konnte nicht in der gleichen 
Weise wie diejenige von Fliissigkeiten bzw. Emulsionen vor- 

') Kine endgiiltige Beurteilung dieser orientierenden Versuche wird 
erst méglich, wenn die aufgenommene Nahrung vollstindiger, d. h. hin- 
sichtlich aller wichtigen Komponenten, besonders hinsichtlich Ca, PO, und 
N, definiert ist. 
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genommen werden, da die Bakterienflora zu sehr gestért hiitte. 
Wir haben deshalb zu diesen Versuchen zunichst Trocken- 
hefe in Gegenwart von Toluol zu benutzen. Indessen waren 
die Resultate noch nicht befriedigend. 

Der eine von uns hat friiher darauf aufmerksam gemacht, 
dafj Toluol die Girwirkung von Trockenhefe bedeutend er- 
niedrigt, wiihrend bekanntlich die Girung durch Hefeprefsaft 
von Toluol fast gar nicht beeintriichtigt wird. Wir kommen 
demniichst in einer besonderen Mitteilung auf diese Verhilt- 
nisse zuriick. 

Hier seien nur die mit Emulsionen von 10 g Fiices in 
100 g Wasser erhaltenen Resultate mitgeteilt. Wie gleich er- 
wihnt werden soll, haben diese Messungen, welche wir hier 
nur mitteilen, da wir sie zu der folgenden Uberschlagsrechnung 
benutzt haben, bei weitem nicht den gleichen Grad der Sicher- 
heit wie die iibrigen. 





ccm Fiices-Emulsion com CO, per Stunde 


in 50 com Girungsgemisch Unvorbehandelt Erhitzt 1 St. 120° 








0 5,3 | 
1 6,1 | 5,4 
2 6,8 | 
3 7,2 | 


Auf Grund der angegebenen Zahlen haben wir nun eine 
vorliufige Uberschlagsrechnung versucht hinsichtlich der Bilanz 
der Biokatalysatoren (Vitamine) B II + III im menschlichen 
Korper. Wir haben also nach der S. 164 angegebenen Weise 
ausgerechnet, wieviel Hefeneinheiten rund mit der Nahrung 
aufgenommen und wie viele abgegeben werden. 

Besonders hinsichtlich der Anzahl der aufgenommenen Ein- 
heiten fallt die Berechnung noch so aproximativ aus, daf} wir 
einstweilen auf die ausfiihrlichere Wiedergabe der Berechnung 
verzichten und nur unser Endresultat anfiihren. 

Nach demselben wiirde das Versuchsobjekt (vy. E.) im 
Durchschnitt per Tag 30 — 60 Hefeeinheiten aufgenommen haben. 
Die Abgabe durch den Harn wiirde etwa 25 und die Abgabe 
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durch die Fices etwa 3 Einheiten betragen. MHieraus wiirde 
sich ein taglicher Verbrauch von etwa 15 Einheiten im K6rper 
ergeben. 

Analoge Versuche sind an Siuglingen in Aussicht ge- 
nommen, wo sich die Aufstellung der Bilanz in vieler Hinsicht 
leichter gestaltet. 

Zusammenfassung. 


Ks wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung der 
bis jetzt als Vitamine bezeichneten giérungsbeschleunigenden 
Biokatalysatoren besprochen. 

Auf den EinfluB hemmender Stoffe wird besonders aut- 
merksam gemacht. 

Nach Festlegung vorliufiger Einheiten fiir die Bestimmung 
dieser Stoffe werden einige Versuche zur Aufstellung einer 
Bilanz der genannten Stoffe im menschlichen Koérper angegeben. 
Aus den orientierenden Messungen scheint hervorzugehen, daf 
per Tag ein erheblicher Anteil dieser im Korper vorhandenen 
Stoffe verbraucht wird. 


Herr Dr. G. Blohm, Assistent am pharmakologischen 
Institut des hiesigen Karolinischen Institutes, hatte die Freund- 
lichkeit, uns durch die Entnahme der Blutproben zu unter- 
stiitzen, wofiir ihm auch hier bestens gedankt sei. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXV. 12 

















Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
(XIIT.) 
Zur Frage der intermediiren Urikolyse beim Menschen. 


Zur Arbeit von J. Rother, Diese Zeitschrift Bd. 110, S. 244 (1920). 
Von 


S. J. Thannhauser und Hans Schaber. 


(Aus ‘der II. medizinischen Klinik [Friedrich Miiller] Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1921.) 


Seitdem wir vor allem durch die Untersuchungen von 
A. Kossel und seiner Schule wissen, dafi die im Harn zur 
Ausscheidung gelangende Harnsaéure nur aus den im exogenen 
und endogenen Stoffwechsel zum Abbau gelangenden Nucleinen 
stammt, ist die Frage, ob die Harnsiure das einzige Endpro- 
dukt des menschlichen Purinstoffwechsels ist, von verschiedenen 
Untersuchern von verschiedenen Gesichtspunkten aus bearbeitet 
worden. 

Brugsch und Schittenhelm vertreten die Ansicht, dab 
der Mensch im intermediiren Stoffwechsei iiber ein urikolytisches 
Ferment verfiige und befahigt sei, die Harnsiure bis zum Harn- 
stoff abzubauen. Diese Auffassung griinden Brugsch und 
Schittenhelm auf Stoffwechselversuche, in denen die Unter- 
sucher Briesmahlzeit, Nucleinséure und Purine verfiitterten 
und nur einen Bruchteil (bei der Briesmahlzeit zirka ein Drittel) 
der vorgebildeten Purine als Harnsiéure wiederfanden, hingegen 
eine betrachtliche Mehrausscheidung von Harnstoff feststellen 
konnten. Dieser Befund bei Verfiitterung von Nucleinen wurde 
nicht nur von Brugsch und Schittenhelm, sondern von 
allen Untersuchern erhoben, die vor und nach Brugsch und 
Schittenhelm Verfiitterungsversuche gemacht haben. 
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Im Gegensatz zur Annahme eines urikolytischen Fermentes 
im intermediiren menschlichen Purinstoffwechsel stehen die 
Untersuchungsbefunde von Wiechowski, Soetbeer, Umber, 
Gudzent, Dohrn, Thannhauser und Severin. Wiechowski 
konnte im Organversuch in keinem menschlichen Organ (im 
Gegensatz zu den Organen aller anderen Siugetiere) ein uriko- 
lytisches Ferment nachweisen. Soetbeer, Umber, Gud- 
zent, Dohrn und Thannhauser fanden nach intravenéser 
Injektion von harnsaurem Natrium anniihernd die ganze inji- 
zierte Harnsiiuremenge in den auf die Injektion folgenden 
Tagen im Urin wieder. Gegen die Harnsiiureinjektion kénnte 
man den Kinwand erheben, daf} der Mensch zwar die Harn- 
siure, wenn sie einmal als harnsaures Natrium in den Saften 
kreist, nicht abbauen kénne, daB der Mensch aber befahigt 
sei, den Purinring, solange dieser noch an der im Nuclein- 
sduremolekiil priiformierten Zuckerbindung hafte, aufzuspalten. 
Von diesem Gesichtspunkt aus injizierten Thannhauser 
und Bommes nierengesunden Menschen die Nucleoside Ade- 
nosin und Guanosin. Die Untersucher fanden auch unter dieser 
Versuchsbedingung 70 bis 100°/o der in den Nucleosiden pri- 
formierten Harnsiiure in den auf die Injektion folgenden Tagen 
im Harn der Versuchspersonen wieder. Severin verfiitterte 
die genannten Nucleoside und erzielte eine Mehrausscheidung 
von 50 bis 60°/o. Gudzent injizierte Guanosin intravenés und 
konnte ca. 90°/o der dem Guanosin entsprechenden Harnsaure- 
menge im Urin feststellen. Wir sehen hier einen betracht- 
lichen Unterschied zwischen der Harnsiuremehrausscheidung 
nach parenteraler und enteraler Zufuhr der Nucleoside. Diese 
Erscheinung konnten Thannhauser und Dorfmiiller durch 
die Kinwirkung der im menschlichen Darm vorkommenden 
Bakterienflora aufkliren. Die Genannten konnten im Versuche 
feststellen, dafi die Bakterien des menschlichen Darmes die 
Nucleoside tiefgreifend veraindern und den im Purinring ent- 
haltenen Stickstoff als Ammoniak entbinden.') Es findet im 


‘) Diese von Thannhauser und Dorfmiiller (Diese Zeitschr. 
Bad. 102, 8. 148 [1918]) erhobenen Befunde sind in einer bei Drucklegung 
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menschlichen Darm eine bakterielle Urikolyse statt. Somit 
sind alle Bilanzversuche, welche durch Verfiitterung von Bries, 
Nucleinsiiuren und Purinen auf den intermediiren Purinstoff- 
wechsel und auf eine intermediire Urikolyse schlieSen wollen, 
nicht beweisend. Derartige Versuche gehen von der falschen 
Voraussetzung aus, daf} alle Purinverbindungen, soweit sie 
nicht resorbiert werden, im Kot unverindert zur Ausscheidung 
gelangen. In der Tat wird aber der Purinring durch die Darm- 
bakterien aufgespalten. Die dabei entstehenden Ammonium- 
salze werden wahrscheinlich als Harnstoff im Urin ausgeschie- 
den. Die bakterielle Urikolyse im Darm tiuscht eine inter- 
mediire Urikolyse vor. Dieses Kriterium trifft auch fiir die 
eingangs erwihnten Versuche von Brugsch und Schitten- 
helm zu. 

Bisher ist somit der Nachweis einer intermediéren Uri- 
kolyse im menschlichen Nucleinstoffwechsel nicht erbracht und 
die Harnsaure als einziges Endprodukt des menschlichen Purin- 
stoffwechsels anzusehen. 

J. Rother hat nun in dieser Zeitschrift Versuche ver- 
6ffentlicht, in denen er subkutane Injektionen von Guanosin 
und Adenosin, wie sie von Thannhauser und Bommes aus- 
gefiihrt wurden, wiederholt. Thannhauser und Bommes 
fanden 70 bis 100°/o') der diesen Nucleosiden entsprechenden 
Harnsiiure im Harn der Versuchspersonen wieder, Rother 
fand eine Mehrausscheidung von 17,8°/o, 53,0°/o und 53,9°/o 
in 4 Versuchen mit Guanosininjektionen. Obgleich die Ver- 
suche von Thannhauser und Bommes durch die bereits 
erwihnten Untersuchungen von Severin und Gudzent be- 
stiitigt wurden, hielten wir es fiir angezeigt, unsere Versuche 
auf breiterer Basis an gesunden Menschen zu wiederholen. 


dieser Arbeit. erschienenen Veréffentlichung J. Rothers (Diese Zeitschr. 
Bd. 114, 8. 149 [1921]) weitgehend bestiitigt worden. 

') Bei den Adenosinversuchen Thannhausers und Bommes’ wurde 
der letzte Vortag vor der Injektion als Grundwert fiir die Berechnung 
der Mehrausscheidung an Harnsiiure in Rechnung gesetzt, da der 3. Nach- 
tag wieder den gleichen Wert des Vortages zeigte. Die Werte 81,7°/, 
und &5°/, Harnsiiuremehrausscheidung diirften daher zu Recht bestehen. 
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Wir injizierten je 1 g Guanosin und Adenosin bei 5 nieren- 
gesunden jungen Individuen. Bei 4 Versuchspersonen fanden 
wir nach den Adenosininjektionen 119,9°/o (kurze Temperatur- 
steigerung auf 39,6° C), 117,3°o und 88,8°%o; nach der Gua- 
nosininjektion 100,7°/o als Harnsiiure im Urin nach 2 bis 3 
Nachtagen wieder. 

Die Ausscheidung der Harnsaure vollzog sich bei den ver- 
schiedenen Versuchspersonen teils durch Erhéhung der prozen- 
tualen Konzentration der Harnsiure im Urin, teils durch Er- 
hdhung der Diurese. Gleichzeitig wurde der Harnséuregehalt 
des Blutes vor und 3mal nach der Injektion bestimmt. Es 
zeigte sich, dal der Harnsiurespiegel des Blutes bei Gesun- 
den, wie dies Thannhauser und Bommes bereits mitge- 
teilt haben, kurze Zeit nach der Injektion sich wieder auf das 
Niveau vor der Injektion einstellte. 

Bei der 5. Versuchsperson Wo. erschienen nach 2 Injek- 
tionen von 1 g Adenosin nur 47,3 und 61,3°/o und nach einer 
anschlieBenden Guanosininjektion nur 36,12°/o als Harnsiure 
im Urin. Diese Versuchsperson, ein 33jihriger Mann, war 
wegen Asthma bronchiale mit starker Eosinophilie in der Klinik. 
Ks stellte sich erst nachtriglich heraus, dali sein Vater wegen 
einer primiiren konstitutionellen Gicht vor vielen Jahren in 
Behandlung unseres Krankenhauses stand. Diese Versuchs- 
person kann somit fiir einen Normalversuch nieht herangezogen 
werden. Bei eimer spiiter angefiihrten intravenésen Injektion 
von 1 g harnsaurem Natrium schied der Patient ebenfalls nur 
62°/o der injizierten Harnsiure aus. Dieser Befund der un- 
geniigenden Harnsiureausscheidung bei Individuen aus gichtisch 
belasteten Familien soll an anderer SteUe gewiirdigt werden. 

Aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen an den 4 gesunden 
Versuchspersonen geht eindeutig hervor, dafi die Feststellungen 
von Thannhauser und Bommes volle Giiltigkeit haben. 

Die parenterale Zufuhr von Vorstufen der Harnsiure fiihrt 
zu einer annihernd den Vorstufen (Nucleosiden) gleichwertigen 
Mehrausscheidung von Harnsiure in 2—3 Tagen nach der In- 
jektion. Eine intermediire Urikolyse diirfte nach diesen Er- 


gebnissen sehr unwahrscheinlich sein. 
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Experimenteller Teil. 


1 g Guanosin oder Adenosin werden in 100 cem kochen- 
den Wassers gelést, nach Zusatz von einem Tropfen Phenol- 
phtalein einige Tropfen Natriumkarbonat zugegeben und so lange 
Kohlendioxyd eingeleitet, bis die Lésung nur mehr schwach 
rot gefirbt war. Die Lésung wurde bei 37 bis 40°C in die 
Glutaei sehr langsam eingespritzt. Rasches Einspritzen ver- 
ursacht infolge der Gewebespannung Schmerzen. Die intra- 
venise Injektion ist der intramuskularen Injektion vorzuziehen. 

Bei der Bestimmung der Harnsiure im Urin ist zu beachten, 
daf} bei fortlaufenden Harnsiurebestimmungen die Uringliser 
vor der Miktion mit 2 bis 3 g Lithiumkarbonat  bestiiubt 
werden, um ein vorzeitiges Ausfallen der Harnsiiure zu ver- 
hindern. Ist freie Harnsiure einmal auskristallisiert, so ist 
sie nur durch Erwirmen mit alkalischen Reagentien wieder 
in Lisung zu bringen. Ein solches Vorgehen ist nach meinen 
Erfahrungen immer mit Verlusten an Harnsiiure verbunden, da 
die Harnsiure durch Erwirmen mit Alkalien verindert wird 
und dadurch einer Ausfallung mit den gebriiuchlichen Fallungs- 
mitteln entgeht. Vielleicht ist auf diese Weise manches Harn- 
siuredefizit zustande gekommen. 








Fall Wa, 
Urinmenge re Harnsiure Harnsiuretagesmenge 

; ‘ Spezif. Gewicht | ; 
in ccm in mg °/, in Z 
1100 1017 31,2 0,34 

1337 1015 31,2 0,40 0.355 
1690 1013 18,4 0,30 

1318 1018 29,2 0,38 

1 g Adenosin (= 0,571 U) 

2307 — 36,0 0,83 

1258 1012 36,0 0,45 > + 0,685 
1168 1016 42,4 0,47 


Mittelwert: 0.355. 














Harnsiuretiberschuf: 0,685 — 119,9°/, 
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Harnsiure in 100 ccm Blut: 


Vor der Impektiomw =. iw tlt lw le 
2 Std. nach der Injektion . . . . 5,0 
| oe - ‘ < <a oe ee 

24 ” ” ” 4,0 


Am Injektionstage 39,6° C Temperatur. 


mg 
n 
” 


onan eet 




















Fall U. 
Urinmenge Harnsiaure Harnsiuretagesmenge 

: Spezif. Gewicht ; ; 
in ccm in mg °/, in g 
1075 1015 18,0 0,20 | 

1290 1011 18,0 0,23 

1060 1015 26,0 0,28 | 9.93 
1634 1013 16,0 0,26} ” 
1600 1013 17,2 0,28 

1200 1013 15,6 0,19 

1 g Adenosin (= 0,571 0) 

1603 1012 34,8 0,53 

610 1025 51,6 0,31 $4 0,5 

817 1020 42.4 0,35 

872 1019 19,5 0,17 











Mittelwert: 0,23. 


Harnsiure in 100 ccm Blut: 


HarnsiureiiberschuB: 0,5 — 88,8°/,. 








Vor der Injektion . . . ... ~~. I,@1 mg 

2 Std. nach der Injektion . . . 3,75 , 

a % P A oe we a 

24 (Cn = : P Seas 7 

Fall M. 
Urinmenge ; Harnsiure Harnsaiuretagesmenge 

Spezif. Gewicht rs ; 
in ccm in mg */» in g 
1105 1014 26,0 0,29 
1248 1012 26,8 0,34 
1270 1015 20,0 0,25 } 0,29 
1639 1011 15,2 0,25 
1426 1012 19,6 0,29 | 
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aia Spezif, Gewicht ae rmeeiainieie dinate 
in ccm in mg °/, in g 
1 g Adenosin (= 0,571 U) 
1926 1012 40,4 0,76 
774 1019 52,4 0,40 | 4.0.67 
550 1025 70,8 0,38 | 
Mittelwert: 0,29. Harnsdureiiberschuf: 0,67 — 117,3°/,. 
Harnsiure in 100 ccm Blut: 
Vor der Injektion 1,65 mg 
2 Std. nach der Injektion 2,91 , 
ee hee : 285 , 
24 =, . e i 1,55 , 
Fall Ei. 
Urinmenge ; Harnsiure Harnsiuretagesmenge 
} Spezif. Gewicht : . 
in ccm in mg °/, in g 
1955 1009 18,8 0,37 
1228 1011 21,2 (0,26 
581 1012 29,2 0,17 ia 
2928 1010 12,4 0,28 { %2? 
1440 1012 18,8 0,27 
1445 1009 19,6 0,28 
1 g Guanosin (= 0,526 U) 
2180 1012 26,8 0,60 
1383 1012 29,4 0.40 ¢ +- 0,53 
1217 1012 28,0 0,34 


Mittelwert: 0,27. 


Harnsiure in 100 ccm Blut: 


Vor der Injektion . 
2 Std. nach der Injektion 
24 . ‘ ‘ 


Harnsdureiiberschub: 0,538 — 100,7°/,. 


1,05 mg 
2,35 » 
2,35 
1,15 
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Fall Wo. 

















Urinmenge on ahaa Ts Harnsiaure Harnsiiuretagesmenge 
; Spezif. Gewicht 
in com in mg °/, in ¢ 
1148 1017 26,0 pone 
1497 1017 25,2 0,38 0.32 
861 1022 34,8 0,30 { ° 
1690 1013 18,0 0.30 
1 g Adenosin (= 0,571 U) 
1242 1015 48,0 0,60 
667 1026 48,0) 0,32 + 0,35 
1119 1017 34,4 0,39 
Mittelwert: 0,52. Harnsiureiiberschub: 0,35 — 61,3°/,. 


Harnsiure in 100 cem Blut: 





























Vor der Injektion . . . .. . . 4,0 mg 
Nach der ‘ ee ae tk oe mw we ee 
Urinmenge a Harnsiure Harnsauretagesmenge 
Spezif. Gewicht ' , 
in ccm in mg °/, in g 
1085 1022 31,2 0,32 
1949 1012 16,8 0,33 
1491 1017 25,6 0,38 | 9 35 
1612 1012 18,4 0,30 | - 
1121 1015 32,0 0,36 
1108 1015 27,2 0,30 
1 g Guanosin (= 0,526 U) 
2119 1010 22,0 0,47 } 
1268 1012 30,0 0,38 | + 19 
1232 1011 25,8 0,32 
640 1026 46,88 0,30 
Mittelwert: 0,33. HarnsiureiiberschuB: 0,19 = 36,12 °/). 


Harnsdure in 100 ccm Blut: 


Vor der Injektion . . . .. . . 4,0 mg 
2 Std. nach der Injektion . . . . 5) , 
7 < oe « SRS 


e- Ge is cy gy es 
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Urinmenge H ii Harnsduret y 
7 g Spezif, Gewicht , arnsdure arn sie agesmenge 
in ccm in mg °', in g 

1134 1016 32,0 0,36 ) 
1391 1015 29,2 0,40 
1190 1018 36,8 0,44 ¢ 0.368 
923 1020 32,8 0,30 
1565 1014 22.0) 0,34 | 

1 g Adenosin (= 0,571 U) 
1000 1021 60,8 0,60 
551 1014 68,0 0,374 ° 4.0.27 
645 1029 62,0 0,40 ( 
Mittelwert: 0,368. Harnsiureiiberschuf}: 0,27 = 47,3°/,. 


Harnsiure in 100 cem Blut: 


Vor der Injektion 
2 Std. nach der Injektion 


24 


3,7 me 


D2 y 


Bei dem Patienten Wo. wurde aus den im allgemeinen 
Teil erérterten Griinden eine Injektion von harnsaurem Natrium 


(Fri. Weinschenk) vorgenommen. 


suches ist folgendes: 


Das Resultat dieses Ver- 





Harnsiiure 














Urinmenge : ; Harnsiuretagesmenge 

é Spezif. Gewicht 4 ; 
in com in mg "/, in g 

640 1024 60,0 0,38. 

R55 1020 46,0 0,39 

1045 1024 44,0 0,46 0,372 
1275 1020 24,0 0,31 ( 

1475 1018 22,0 0,31 

1200 1029 32,0 0,38 

1 g harnsaures Natrium 

1607 — — 0,88 0.616 

535 1029 90,0 0,48 { + 
1060 1018 32,0 34 


Mittelwert: 0,372. 





Harnsiuretiberschuf: 0,616 == 62°/,. 
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Harnsiure in 100 ccm Blut: 


Vor der Injektion ..... =. =. 3,0 mg 
'/, Std. nach der Injektion . . . . 6,0 , 
, a ‘ ‘ - s 2. Bee 
6» » » , 0,0 , 
oe -~ . . 3,D » 


Nachtrag zu unserer Mitteilung: 
Uber die Charakterisierung von Amylaselésungen'), 


Von 
H. v. Euler und Olof Svanberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1921.) 


In einer Anmerkung auf Seite 207 der oben genannten 
Mitteilung haben wir durch ein Versehen angegeben, da nach 
der Gleichung 2 C,H,,O; + H,O = C,,H,,0,, aus 1 g Stirke 
1,09 g Maltose entsteht. Wie sich unmittelbar aus der Formel 
ergibt, muf} es heifien 1,056 g Maltose entsprechend 71 °/o 
verzuckerte Stiirke (anstatt 69°/o). Die Resultate unserer 
Untersuchung werden hierdurch offenbar in keiner Weise 
beriihrt. 

Immerhin wollen wir Herrn Professor Dr. W. Windisch, 
welcher uns freundlichst auf dieses Versehen aufmerksam ge- 
macht hat, auch hier bestens danken. 


') Diese Zeitschr. Bd. 112, 8. 198 (1920). 














Uber die spezifische Natur von Saccharase und Raffinase. 


Von 
Richard Willstatter und Richard Kuhn. 
(Mit 1 Abbildung.) 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1921.) 


Bei der Darstellung von Hefeausziigen und von Invertin 
sollte eine der ersten Aufgaben die Kennzeichnung der Lésungen 
und Priiparate in enzymatischer Hinsicht sein, also die Unter- 
suchung, welches Schicksal die zuckerspaltenden Enzyme der 
Hefe neben der Saccharase bei der Bildung von Lésungen, 
von Adsorbaten, von Elutionen haben und welche von diesen 
Enzymen in dem sogenannten Invertin noch enthalten sind, 
Diese bisher unbeantwortete Frage hingt mit einer zweiten 
ungelésten Frage eng zusammen. Es ist unbestimmt, welche 
enzymatischen Wirkungen dem Rohrzucker hydrolysierenden 
Enzym sonst noch zukommen und welche Fruktosidspaltungen 
anderen spezifischen Hefeenzymen zuzuschreiben sind. Da In- 
vertin namentlich fiir Raffinose starkes Spaltungsvermégen 
zeigt, nach E. Bourquelot und M. Bridel’) mehr als fiir 
Gentianose, Stachyose u. a., so untersuchen wir fiirs erste, ob 
Raffinese von Saccharase selbst oder von einem spezifischen 
Enzym hydrolysiert wird. 

Es wird bisher zumeist angenommen, daf} die Hydrolyse 
von Raffinose und Saccharose von demselben Enzym bewirkt 


) Compt. rend. Bd. 152, S. 1060 (1911). 
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werde; E. Fischer’), A. Bau’), E. Bourquelot’), H. E. 
Armstrong‘), C. S. Hudson*) vertraten diese Auffassung. 
Sie griindet sich darauf, daf} die Saccharose ein Bestandteil 
des Raffinosemolekiils ist. Damit lassen sich aber Beobach- 
tungen iiber tierisches Invertin nur unter der Voraussetzung 
in EKinklang bringen, daf} es verschiedene Invertine gibt. Nach 
W. Pautz und J. Vogel®) und E. Fischer und W. Niebel’) 
wird durch den Diinndarm des Hundes und des Pferdes die 
Raffinose nicht gespalten. ,Das Rohrzucker spaltende Enzym 
des Diinndarms ist also* — nach E. Fischer und W. Niebel — 
,zwelfellos mit dem Invertin der Hefe nicht identisch.* Fiir 
diese Folgerung entfallt die Stiitze, wenn sich die Hydrolyse 
von Rohrzucker und Raffinose auf verschiedene Enzyme zu- 
riickfiihren lafst. 

Ks geniigt aber nicht, mit E. Fischer in verschiedenen 
Organismen verschiedene Invertine und verschiedene Maltasen 
anzunehmen, auch mit dem Vorkommen verschiedener Hefe- 
invertine und verschiedener Raffinasen in Hefen miifite man 
rechnen. P. Lindner‘) hat namlich gefunden, dafi Monilia 
candida Hansen und eine gewisse Hefe (Nr. 602 aus Danziger 
Jopenbier) Rohrzucker vergirt, Raffinose aber unversehrt lift, 
daf} andererseits Schizosaccharomyces octosporus Beijerinck 
und Hefe Nr. 370 (aus einem sizilianischen Traubenmost) 
Raffinose, aber nicht Rohrzucker vergiirt. 


') E. Fischer und W. Niebel, Sitzungsber. d. preuB. Akad. 1896, 
S. 73; E. Fischer, Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 60 (1898). 

*) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 17, S. 698 (1900). 

3) Journ. Pharm, et Chim. [6] Bd. 16, 8.578 (1902); E. Bourquelot 
und M. Bridel, Compt. rend. Bd. 149, 8. 361 (1909) und Bd, 152, 8. 1080 
(1911). 

4) H. E. Armstrong und W. H. Glover, Proc. Roy. Soc., B, Bd. 80 
S. 312 (1908); siehe auch E. F. Armstrong, The simple Carbohydrates 
and the Glucosides, 3. Aufl., London 1919, S. 111. 

5) Journ. Am, Chem. Soc. Bd. 36, S. 1566 (1914); C. S. Hudson und 
T.S. Harding, Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 2193 (1915). 

6) Zeitschr. f. Biologie Bd. 32, S. 304 (1895). 

7) Sitzungsber. d. preuf. Akad. 1896, S. 73. 

8) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 17, 8. 713 (1900). 
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Zu anderen Anschauungen kam H. Bierry’) in seinen 
Untersuchungen iiber die zuckerspaltenden Enzyme wirbelloser 
Tiere. Kr nimmt neben dem Rohrzucker spaltenden Invertin ein 
auf alle d-Fruktoside, also auf Stachyose, Gentianose, Raffinose 
und auch auf Rohrzucker wirkendes Enzym, die Livulopolyase, 
an. Es soll sich nicht um ein besonderes Ferment, sondern 
,um eine Spezies derselben Gattung Invertin* handeln, ,,weil 
in allen Fallen, wo wir einen auf die genannten Polyosen ak- 
tiven Verdauungssaft angetroffen haben, derselbe auch Saccha- 
rose zu invertieren vermochte.“ Diese Anschauung wird in- 
dessen den Angaben P. Lindners iiber Schizosaccharomyces 
octosporus und Hefe Nr. 370 nicht gerecht und lafit auch die 
Mitteilung von L. Marino und G. Fiorentino?) unberiick- 
sichtigt, dafi von den Enzymen des Malzes Raffinose ganz ab- 
gebaut (also iiber Melibiose hinweg), Rohrzucker aber nicht 
angegriffen wird. 

Um die Wirkung des Invertins auf die beiden Zucker zu 
vergleichen, ermitteln wir Vergleichszeitwerte fiir Saccharase 
und Raffinase unter den Bedingungen der Maltasebestimmung 
von R. Willstaétter und W. Steibelt*). Dieselbe Enzym- 
menge im namlichen Volumen Lésung wirkt bei 30° auf aqui- 
valente Mengen der Zucker ein mit der Besonderheit, dal} fiir 
jede einzelne Hydrolyse die optimale Wasserstoffzah] eingestellt 
wird. Fiir die Raffinosespaltung finden wir das Wirkungsopti- 
mum wie fiir die Rohrzuckerhydrolyse bei py = 4 bis 5. Hine 
Anzahl von Invertinpraparaten, deren Reinheitsgrade z. B. durch 
die Zeitwerte 4,8 bis 0,86 nach C. O’Sullivan und F. W. 
Tompson und nach H. v. Euler ausgedriickt werden, ergeben 
fiir den Quotienten 

Zeitwert fiir Raffinase 

Zeitwert fiir Saccharase 
genau tibereinstimmende Werte, namlich 11,3. Daraus folgt, 
das Saccharase und Raffinase, wenn es sich um zwei Enzyme 





1) Compt. rend. Bd. 148, 8. 949 (1909); Biochem. Zeitschr. Bd. 44, 
S. 415, 426, 446 (1912). 

*) Gazz. chim. ital. Bd. 36, I, 8. 395 und zwar S. 409 (1906). 

3) Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 und zwar 8. 169 (1920). 
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handelt, in den Léslichkeitsverhaltnissen, in der Bestindigkeit 
und im Verhalten gegen Adsorptionsmittel die gréfte Ahn- 
lichkeit zeigen und keine Handhabe zu irgend einer Fraktio- 
nierung bieten. Es steht damit wesentlich anders bei den 
iibrigen zuckerspaltenden Enzymen. Zum Beispiel verschwindet 
Maltase aus neutralen Hefeausziigen nach einiger Zeit durch 
Zersetzung, wihrend Melibiase dem Invertin durch eine grofie 
Reihe von Operationen zu folgen vermag und manchmal noch 
in Invertinpraparaten von hoher Reinheit enthalten ist. 

Das Verhialtnis der beiden enzymatischen Hydrolysen ist 
schon friiher von H. E. Armstrong und W. H. Glover’) be- 
stimmt worden. Ihre Arbeit, die eine andere Absicht verfolgt 
als die vorliegende Untersuchung, bringt nicht einen Vergleich 
der Wirkungsquotienten mit verschiedenem enzymatischen Ma- 
terial; sondern H. EK. Armstrong und Glover lieben nur eine 
nicht niher bestimmte Invertinlésung, noch ohne Beriicksich- 
tigung der Wasserstoffionenkonzentration, auf die beiden Zucker 
einwirken, um aus dem Verhiiltnis der Reaktionsgeschwindig- 
keiten wie aus der verschieden raschen Spaltung der Zucker 
durch Mineralsiuren Schluffolgerungen auf die sterischen Ver- 
hiltnisse im Zuckermolekiil zu ziehen, von denen seine Hydro- 
lyse abhingt. Armstrong und Glover fanden mit kauflicher 
Raffinose das Verhiltnis 1: 3,8, mit gereinigter 1: 5,4 fiir die 
Zeiten 50°/oiger Hydrolyse von Rohrzucker und Raffinose. 

Mit den Zeitwertquotienten der Invertinpraparate ver- 
gleichen wir das Verhiltnis der beiden enzymatischen Wirk- 
samkeiten an Hefen selbst, und zwar an melibiasefreien, also 
obergirigen Hefen, da durch einen Gehalt an Melibiase die 
Bestimmung gestiért wiirde. Zwei Brennereihefen, die in ihrem 
Enzymgehalt weit differieren, eine dinische und eine 6ster- 
reichische, gaben fast den gleichen Quotienten, nimlich 5,1 
und 5,4, also Werte, die sich vom Wirkungsverhiltnis der 
Praparate wesentlich unterscheiden. Daraus allein wire schon 
zu schliefien, da trotz der Ubereinstimmung von Priiparat zu 
Priiparat Saccharase und Raffinase verschiedene Enzyme sind. 


) Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 80, 8, 312 (1908). 
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Dies ergibt sich noch deutlicher beim Vergleich verschie- 
dener Hefen, also nach derselben Methode, mit der R. Will- 
staitter und W. Steibelt in einer voranstehenden Arbeit die 
Nichtidentitiét von Maltase und a-Glukosidase nachgewiesen 
haben. Die reine Brennereihefe Rasse XII des Berliner Institutes 
fiir Girungsgewerbe gab z. B. den Quotienten 12,3, in ihr ist 
also, auf dieselbe Menge Saccharase bezogen, fast 2,5 mal 
weniger Raffinase enthalten als in den schon angefiihrten 
Oberhefen. 

Die Spaltung des Rohrzuckers und der Raffinose ist also 
spezifischen Knzymen zuzuschreiben. Es wire noch méglich, 
daf} der Rohrzucker nicht durch Saccharase allein, sondern 
auferdem noch durch Raffinase hydrolysiert wiirde, also von 
einer Livulopolyase im Sinne von Bierry, allein das Vor- 
kommen von Hefen, die Raffinose, aber nicht Rohrzucker ver- 
giiren, macht diese Anschauung sehr unwahrscheinlich. 

Da unsere besten Invertinpriparate (z. B. das Priparat 
Nr. 2 der Tabelle 4 vom Zeitwert 0,86) auch andere héhere 
Zucker, z. B. Stachyose spalten, so wird durch vergleichende 
Bestimmungen der Wirkungsquotienten, z. B. der Raffinase und 
Stachyase, zu entscheiden sein, ob die Hydrolyse der héheren 
Fruktoside ein spezifisches Enzym fiir jeden einzelnen Fall 
erfordert. 

Die Kennzeichnung einer Hefe in enzymatischer Hinsicht 
ist durch die Vergleichszeitwerte ihrer wichtigsten enzymati- 
schen Fihigkeiten gegeben, z. B.: 








a-Cinko- 
Zeitwert fiir: Maltase , G uko Saccharase]} Raffinase 
sidase 
Danische Oberhefe (21. II. 21) 162 252 0,52 2,65 
Berl. Hefe XII (26. II. 21) 227 225 1,26 15,6 
Berl. Hefe M (26. I. 21)} 13400 0 2,62 19,7 

















Das Verhiltnis dieser Zeitwerte erlaubt natiirlich keine 
Schlubfolgerung auf das Verhiltnis der Mengen der entsprechen- 
den Enzyme. Aber da die Enzyme, wie aus den bekannten 
Reaktionsgeschwindigkeiten hervorgeht, in weit hdherem Mafie 
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spezifische Reagentien fiir den Polyosenabbau sind als die Mi- 
neralsiuren, so werden keine so grofien Unterschiede zwischen 
Menge und Wirkung auf verschiedene Zucker vorkommen wie 
bei den Saéuren. Nach den Untersuchungen von EK. F. Arm- 
strong und R. J. Caldwell’) iiber ,The sucroclastic action 
of acids as contrasted with that of enzymes“ wird die relative 
Leichtigkeit, mit der die Spaltung durch Siéuren erfolgt, durch 
folgende Zahlen ausgedriickt: 

1 fiir Laktose, 1,27 fiir Maltose, 0,17 fiir «-Methylglukosid, 
1240 fiir Rohrzucker, 1040 fiir Raffinose. 

Gleichen hydrolytischen Wirkungen auf die einzelnen Zucker 
werden nicht entfernt so verschiedene Konzentrationen der 
Knzyme wie der Mineralséuren entsprechen. 


Bestimmungsmethode. 


Die Spaltung der Raffinose in Melibiose und Fruktose ver- 
folgen wir polarimetrisch. GemiB den fiir die Bestimmung von 
Invertin und Maltase aufgestellten Bedingungen wird als Zeit- 
wert die Anzahl Minuten ermittelt, welche 0,5 g Trocken- 
gewicht von Hefe oder Enzympriparat brauchen wirden, um 
bei 30° und optimalem py in 25 cem 2,061 g C,, H,,0,, - 5H, 0 
zu 50°/o zu spalten. Die vollstindige Hydrolyse liefert 2,5°/,ige 
Fruktoselésung. Die giinstige Wasserstoffzahl (= 4,5) wird durch 
Zusatz von 1 ccm 20°/,iger NaH, PO,-Lésung eingestellt. 

Die Raffinose hatten uns teils Herr Prof. Dr. Edm. 0. 
von Lippmann in Halle a.S. und teils die Direktion der 
Zuckerraffinerie Hildesheim in freundlichster Weise zur Ver- 
fiigung gestellt. Das Priparat gab in 8°/,iger Lésung tiber- 
einstimmend mit den Angaben der Literatur [«]}) = +104,4°. 
Im 2-dm-Rohr betragt die Anfangsdrehung der Bestimmungs- 
lésung (nach Verdiinnen wie im Versuche mit '/, Vol. 2n-Soda- 
lésung*)) 13,71°, nach der Spaltung in Melibiose + Fruktose 


') Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 73, S. 526 (1904) und Bd. 74, 
S. 195 (1905). 

*) Ebenso wurde die Bestimmungslésung fiir Saccharase zum Sistieren 
mit 1/, Vol. Soda versetzt; da in der voranstehenden Arbeit von Will- 
statter und Steibelt mit '/, Vol. Soda verdiinnt wurde, sind die Drehungs- 
abnahmen in den beiden Arbeiten nicht iibereinstimmend. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXV. 13 
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7,18°. Bei Verwendung von untergirigen Hefen und von Enzym- 
praiparaten aus ihnen kann die Melibiose der weiteren Hydro- 
lyse durch die von E. Fischer und P. Lindner’) sowie von 
A. Bau’) entdeckte Melibiase anheimfallen ; fiir die vollkommene 
Aufspaltung in Fruktose, Glukose und Galaktose berechnet 
sich der Endwert der Drehung auf + 1,70°. 

Kin melibiasefreies Invertinpraparat vom Zeitwert 4 diente 
zur Bestimmung der geeigneten Wasserstoffionenkonzentration. 
Die folgende Tabelle 1 zeigt, daf ein breites Gebiet von py 4 
bis 5 optimal ist und daB der giinstigste Punkt mit dem Opti- 
mum der Saccharasewirkung*) praktisch zusammenfallt. 

L. Michaelis und H. Davidsohn‘) haben in ihrer exakten 
Untersuchung iiber ,Die Wirkung der Wasserstoffionen auf das 
Invertin* angenommen, ,daf} bei jeder der optimalen Wasser- 
stoffzah! nicht entsprechenden Aciditaét nur ein Bruchteil des 
vorhandenen Ferments in wirksamer Form zugegen ist‘. 


#9 O 


4.0 








of 






































Die Kurve, welche diesen Bruchteil (9: @).als Funktion 
von —log[H-] darstellt, wird neuerdings von L. Michaelis 
und M. Rothstein®) als Dissoziationsrestkurve einer Saure 





1) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 12, S. 959 (1895); dieses Enzym hat 
allerdings E. Fischer als identisch mit Maltase betrachtet (Diese Zeitschr. 
Bd. 26, S. 60 und zwar S. 80 [1898]). 

*) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 12, S. 1062 (1895) und Bd. 20, 8. 560 
u. 575 (1903); Chemikerzeitg. Bd. 19, S. 1873 (1895). 

3) S§. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschr. Bd. 21, S. 131 und zwar 
S. 256 (1909); L. Michaelis und H. Davidsohn, Biochem. Zeitschr 
Bd. 35, 8. 386 (1911). 

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 35, 8. 386 (1911). 

5) Biochem. Zeitschr. Bd. 110, S. 217 (1920). 
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Tabelle 1. 


W irkungsoptimum der Raffinase, 


(30°; Puffer: Sérensensche Standardlésungen.) 





nach 90 Minuten 


nach 120 Minuten 

















Puffer P : | 
er 6 Drehungs-| Spaltune Drehungs-' ., 
(2,5 com auf 25) pee abnahme | ~P*""®) abnahme _— ati 
— 0 0/ 0 0 
lo | I 
2.2 com 0,1 mol. Na-citrat | 
+7,8cem 0,In HCl... | 1,5 3,09 | 47,5 3,69 56,6 
3,5 com 0,1 mol. Na-citrat 
+6,5cem0,ln HCl... 9 3,64 | 59,8 4,17 64,0 
4,0 ccm 0,1 mol. Na-citrat | 
+6,0cem 0,ln HCl... | 3,0 3,84 | 58,9 4,46 68,4 
0,6 com O,1 mol. Na-citrat | | 
+4,4cem0,ln HC]... 4.0 413 | 683 4,71 | 12,2 
10 ccm 4/, Na-acetat | | 
+5ccm 4/, Essigsiiure . | 5,0 4,18 | 64,1 4,83 74,0 
1,2 ccm */,, mol. Na,HPO, | 
+8,8cem */,,mol. KH,PO, | 6,0 3,88 | 58,7 - | = 
3 ccm 7/,, mol. Na, HPO, | 
+7ccm '/,, mol.KH,PO, | 6,5 3,29 | 50,0 3.91 60,0 
6,2 cem 3/,, mol. Na,HPO, 
+3,8ccm '/,,mol. KH,PO, | 7,0 2,41 | 37,0 2,92 44,8 
8,5 ccm #/,, mol. Na,HPO, | | 
+1,5ccm 1/,,mol. KH,PO, | 7,5 0,94 | 14,4 1,26 | 19,4 
9,4ccm '/,, mol. Na,HPO, | 
+0,6cem #/,,mol. KH,PO, | 8,0 0,61 | | 9,4 0,88 | 13,5 
10 ccm 1°/, NH; + 
O8145 ¢ WHAT «00s. 9,2 — | — 0,07 | (1,0) 
i 


betrachtet, die aus Invertin + 1 Mol. Saccharose besteht. Es 
wire daher eine andere Abhiangigkeit der Raffinosespaltung vom 
pu sogar fiir den Fall zu erwarten, da sie durch Saccharase 
selbst bewirkt wird, da ja die Dissoziationskonstanten der Ver- 
bindungen aus ein und demselben Enzym mit verschiedenen 
Substraten ungleich sein sollten. Die nebenstehende Figur zeigt, 
dai der logarithmische Parameter unserer Kurve etwa — 6,8 
betrigt, nahezu tibereinstimmend mit den genauen Messungen 
von Michaelis, der fiir Saccharase —6,7 fand. Dagegen ist 
der langsame Abstieg der Kurve im stirker sauren Gebiet 


au ffallend. 
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Auch in den anderen Voraussetzungen der Bestimmung 
gleichen sich Raffinase und Saccharase. Proportionalitét von 
Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge trifft fiir die 
Spaltung der Raffinose in demselben Bereich von 1:40 zu 
wie nach H. v. Euler und O. Svanberg’) fiir die Rohr- 
zuckerinversion. 

Versuch 1. Die Enzymlésung war ein Auszug aus dini- 
scher Brennereihefe, die wir mit 2 Teilen Wasser unter Zusatz 
von Toluol 4'/, Tage der Autolyse iiberlieben. Das Filtrat 
wurde nach dem Klaren mit Kaolin aufs vierfache verdiinnt. 
Es war frei von Melibiase, denn die Bestimmungslésung zeigte 
nach 18stiindiger Wirkung bei 30° « = 7,32°, nach 28 Stun- 
den « = 7,22°. 

Versuch 2. Angewandt wurde die 0,1°/oige Lésung eines 
Invertinpraiparates (vom Zeitwert 4, Nr. 5 der Tabelle 4) aus 
untergiriger Bierhefe (Léwenbréu Miinchen), das nach dem 
Adsorptionsverfahren von R. Willstatter und F. Racke 
gewonnen war. Das Praparat schien nichts mehr von der 
Melibiase der angewandten Hefe zu enthalten. Die Bestim- 
mungsliésung besafi nimlich bei py = 4,5 nach 24 Stunden 
a= 7,35° und nach 30 Stunden « = 7,23°, in einer anderen 
Probe bei pa = 6,5 nach 25 Stunden « = 7,25°. 

Tabelle 2. 


Enzymkonzentration und Umsatz. 





Drehungs- 
































Enzym- |{ 7oi¢ |Drehungs- Spaltung |} Zeit Spaltung 
Nr. | menge abnahme abnahme 
(comin25)}} Min. ? “le Min. . Cl 

1 0,25 400 1,62 24,8 600 2,28 34,9 
0,5 200 1,67 25,6 300 2,33 35,7 

1,0 100 1,67 25,6 150 2,37 36,3 

2,5 40 1,71 26,2 60 2,41 36,9 

5,0 20 1,71 26,2 30 2,41 36,9 

10,0 10 1,70 26,0 15 2,38 26,9 

2 2,5 60 3,21 49,2 90 3,89 59,6 
5,0 30 3,15 48,3 45 3,86 59,2 

7,5 20 3,11 47,7 30 3,90 59,8 


1) Diese Zeitschr. Bd. 107, 8. 269 und zwar 8. 275 (1919). 
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Die Kinetik der Raffinasewirkung haben schon H. E. 
Armstrong und W. H. Glover’) untersucht und gefunden, 
da} die Spaltung der Raffinose durch eine Invertinlésung aus 
Oberhefe wie durch Séuren monomolekular verlaiuft. Dieses 
Ergebnis bestitigt sich auch unter den Bedingungen unserer 
Bestimmung, wie sich aus der Tabelle 3 ergibt. Von den bei- 
den Versuchen, die wir mit den schon fiir die Tabelle 2 ver- 
wendeten Knzymlésungen vornahmen, stimmt der mit Raf- 
finaselésung aus Brennereihefe ausgefiihrte (Nr. 1) fiir streng 
monomolekularen Verlauf zwischen 30 und 60°/o Spaltung. 
Daher beniitzt man fiir Oberhefen und Lésungen daraus zur 
Umrechnung des jeweils beobachteten Spaltungsgrades auf 
50°/o Hydrolyse die theoretische Kurve. Bei Versuch 2 mit 
Invertinpriparat fiel k. 10° zwischen 30 und 70° Spal- 
tung von 381 auf 544, vielleicht infolge langsamer Zersetzung 
von EKnzym, dessen Empfindlichkeit mit dem héheren Rein- 
heitsgrad zugenommen hatte. Die aus Versuch 2 abgeleitete 
Kurve liegt den Bestimmungen der Praparate zugrunde. 

Tabelle 3. 


Kinetik der Raffinasewirkung. (30°.) 








sa 1. Versuch 2. Versuch 

ai Drehung) Spaltung | a Drehung Spaltung 105, ee 

Min, . 7 Se - ee - |} @ F% 810 ax 
0 | 13,71 0,0 | oa 13,71 | 0,0 a 

10 | 13,26) 69 | 310 13,13 | 89 | 404 

20 | 12,76 | 145 | 340 12,50 | 185 | 445 

30 | 1230 | 216 | 352 12,12 | 24,4 | 404 

45 | 11,67 | 31,8 | 362 11,58 | 326 | 381 

60 | 11,i4 | 394 | 362 11,07 | 405 376 

80 10,55 , 484 | 359 10,50 49.2 | 367 

110 9,80 | 60,0 362 9,83 | 59,4 356 

150 — f{ — 917; 69,5 | 344 

160 9,00 ; 72,1 346 — | — | — 

200 oe ae a 8,65 | 77,5 | 324 

220 8,35 | 82,1 340 — | — | _ 

260 — | en _ 8,10 | 859 | 327 

oo 7,18 | 100,0 _ 7,18 | 100,0 “ne 








") Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 80, S. 312 und zwar 8. 317 (1908). 


os See iti tenia: oma asa g 
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Verhdltnis zwischen Saccharase- und Raffinase- 
wirkung von Invertinpriparaten. 


Fiir die Priifung des Verhialtnisses zwischen Rohrzucker- 
und Raffinosespaltung standen einige Inventinpriparate zur 
Verfiigung, die in Arbeiten von R, Willstatter mit F. Racke 
und mit J. Graser auf verschiedenen Wegen gewonnen waren. 

Das 1. Beispiel der Tabelle 4 ist ein Priparat vom Zeit- 
wert 4,8, das durch Adsorption mit Aluminiumhydroxyd ge- 
reinigt war; ein Jahr nach der Darstellung untersucht, erwies 
es sich frei von Melibiase. Es ergab den Quotienten 11,2, 
genau denselben fanden wir in dem zweiten Beispiel der Tabelle, 
nimlich dem gleichen Priparat, das eine weitere Reinigung 
durch Adsorption mit Kaolin (vergl. R. Willstitter und F. 
Racke, I. Abh.') Abschnitt C, III, 1. Beispiel) auf den Zeit- 
wert 0,86 gebracht hatte. Auch die anderen Invertinpriiparate, 
soweit sie frei von Melibiase waren, fiihrten zu genau dem 
gleichen Quotienten, so das 3. Beispiel der Tabelle, ein analog 
dargestelltes Invertin, dessen Zeitwert 0,7 bei einer weiteren 
Behandlung mit Uranacetat (Willstatter und Racke, 
I. Abh., Abschn. B, VIII) infolge teilweiser Zersetzung auf 
1,96 zuriickgegangen war, ferner zwei durch die beiden Ad- 
sorptionsverfahren gereinigte und zwar von Fri. J. Graser 
frisch dargestelite Priiparate, eines von sehr geringem Meli- 
biasegehalt und dem Zeitwert 1 (Nr. 4) und ein melibiasefreies 
vom Zeitwert 4 (Nr. 5). Das Beispiel 7 der Tabelle ist ein 
melibiasehaltiges Priiparat vom ungiinstigen Zeitwert 12,5, das 
nur durch Aluminiumhydroxyd gereinigt war. 

Mit diesen Priparaten ihnlicher Darstellungen werden 
noch zwei auf ganz andere Weise gewonnene Invertinpriparate 
verglichen. Das Beispiel 8 der Tabelle, ein schwach melibiase- 
haltiges Invertin vom Zeitwert 2,3 (aus einer Lisung vom 
Zeitwert 0,98 durch Kindunsten erhalten), stammte aus einem 
bei neutraler Reaktion (Willstaitter und Racke, Abschn. A, 
IX, 2) gewonnenen Hefeauszug und war nach einem spiiter 
zu beschreibenden Verfahren durch Fallung mit Bleiacetat und 


1) Ann. d, Chem., im Druck. 
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Adsorption mit Aluminiumhydroxyd gewonnen. Endlich das 
Beispiel 9 war von Willstatter und Racke (II. Abh., B, ID) 
durch fraktionierten enzymatischen Abbau der Hefe dargestellt; 
es verdankte den Zeitwert 1,4 der Adsorption mit Tonerde, 
Kaolin und nochmals Tonerde. Es wies einen sehr deutlichen 
Gehalt an Melibiase auf, der den niedrigeren Quotienten 9,3 
der Raffinase- und Saccharasewirkung erklart. 


Es ist bemerkenswert, wie konstant bei einer langen 
Reihe verschiedenartig ausgefiihrter Operationen, welche die 
Méglichkeit einer Fraktionierung bieten, das Verhiltnis der 
beiden enzymatischen Wirkungen bleibt. Bei der Entfernung 
der Kiweibkérper aus wibrig-acetoniger Liésung, die nicht ohne 
Verlust von Knzym stattzufinden pflegt, bei der Adsorption 
mit verschiedenen Mitteln, bei der Elution aus den Adsorbaten, 
beim Fallen mit organischen Lésungsmitteln, bei den 6fters 
unter betriichtlichem Enzymverlust ausgefiihrten Vornahmen der 
Dialyse und des Kindampfens ist keine Anreicherung einer Enzym- 
komponente eingetreten. Die bei der Zerlegung der Tonerde- 
und Kaolinadsorbate angewandten Reagentien, wie Ammoniak, 
Natriumkarbonat, sekundaére Phosphate, wirken freilich unspe- 
zifisch als alkalische Mittel. Eher erschien als _ spezifisch 
die von R. Willstatter und F. Racke (Abh. I, Abschn. B, 
VIII, 3) beschriebene Zerlegung des Invertinadsorbates in Alu- 
miniumhydroxyd durch Rohrzucker. Wir priiften deshalb, ob 
sich dabei eine Verschiebung des Quotienten der beiden Zeit- 
werte erzielen Jabt. 

1. Versuch. Vom Priaparat 5 der Tabelle wurden 38mg 
aufgelést und mit einer zur Adsorption nicht ausreichenden 
Menge Aluminiumhydroxyd aufgenommen. Das mittels der 
Zentrifuge abgetrennte und gewaschene Adsorbat brachten wir 
zur Bestimmung auf 50 cem. 


a) Saccharasewirkung. 2 ccm Adsorbat in 50 ccm Bestimmungs- 
lésung bewirkten in 26 Min. 2,78° Drehungsabnahme. Daher 
Zeit der halben Hydrolyse 31,3 Min. 


b) Raffinasewirkung. 10 cem Suspension bewirkten in 59 ccm 
Raffinoselésung in 63'/, Min. 3,06° Drehungsabnahme. Daher 
halbe Hydrolyse nach 70 Min. 
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Invertinpraparaten. 


Richard Willstatter und Richard Kuhn, 


Tabelle 4. 


Quotienten der Raffinase- und Saccharasezeitwerte von 


Raffinosespaltung im Verhiltnis 1 : 5.) 





(80°; Enzymmengen fiir Rohrzucker- und fiir 



































y Dreh- Zeit 
Wir- er- s- | Snal- der 
i y Tguchs-| o~ Spal | halben Quo- 
Nr. Praparat kung ; ab- | tung lHvdro-| ,- 
zeit YOro-) tient 
auf nahme lyse 
Min. ° , * Min. 

1 | Prap. nur durch Al(OH), |Rohrz.J 60 3,05 | 54 54,5 | | 112 
gerein., Zeitw.4,8; frei |Raffin.| 111 3,08 | 47 121,5 = 
von Melibiase 

2 | Dass. Priap., weiter d. |Rohrz.Jj 32 4,17 63,5] 23,5 1) 
Kaolinads. gerein., = 44.5) 5,12 78 22 | 112 
Zeitw. 0,86, frei von |Raffin.}| 60 3,63 | 55,5] 51 ’ 
Melibiase . 71,5] 4,01 61,5] 50,5 | | 

3 | Ebenso gerein., dann mit |Rohrz.| 28,5] 2,33 | 35,5] 43,5 |) 
Uranac. behandelt, 50 3,64 55,5] 44 114 
Zeitw. 1,96 Raffin.| 58 2,22 | 34 101 ’ 

» | 108 | 346] 53 | 99 1] 

4 | Gerein. durch d. Ads.- |Rohrz.J 47,5] 5,04 | 77 24 | 4 
Verf., Zeitw. 1, sehr |Raffin.| 70 3,81 D585] 54,5 7) fo’ 
schwach melibiase- 
haltig 

®) | Gerein. nach den Ads.- |RohrzJ 30 2,40 | 42,5] 36 
Verf., Zeitw. 4, frei es 48.5] 4,07 62 36,5 113 
von Melibiase Raffin. 60 2,64] 40,5] 8&1 ’ 

» | 110 | 388] 59,5] 82,5 |] 

6 | Gerein. nach den Ads.- }Rohrz| 32 2,29 3D 50 | 

Verf., Zeitw. 1,8 2 52,51 3,50 | 53,51 48,5 | 499 
Raffin] 52 2,04] 31 102 ; 
» | 96 | 3,15] 48,5] 101,5 |] 

7 | Nur durch A(OH), ge- |Rohrz| 35 | 2,89] 44 | 41 |) 
rein. Prip. vom Zeit- - 50 3,84 | 58,5] 41 98 
wert 12,5, melibiase- |Raffin.| 40 1,99 30,5} 80 ; 
haltig = 65,5] 2,79 43 $1 

8 | Gerein. mit Bleiac. und |Rohrzj 22 2,77 42 27 | 10.6 
durch Al(OH),, Zeit- |Raffin} 65,5] 3,56] 54,5] 57,5] f °°” 
wert 2,3, wenig Melli- 
biase enthaltend 

9 | Prap. aus frakt. enzym. |Rohrz.J 26,5] 3,75 57 22.5 93 
Hefeabbau,durchAds.- |Raffin.}| 59 3,98 61 42 ‘os 
Verf.gerein.,Zeitw.1,4, 
melibiasehaltig 
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Die iibrige Adsorbatsuspension (38 ccm) spiilten wir in 
einen 100 ccm-Kolben, versetzten sie mit 50 cem 32 °/oiger Rohr- 
zuckerlésung und fiillten zur Marke auf. Nach 30 Minuten 
zentrifugierte man die gebildete Elution ab und unterwarf 
nach zweimaligem Waschen mit Wasser den Riickstand, auf 
35 cem gebracht, wieder beiden Bestimmungen. Er wies 
von Saccharase noch 22, von Raffinase ebenfalls 22°/o auf. 

a) Saccharasewirkung. 5 ccm Suspension in 50 ccm bewirkten 
in 151?/, Min. 5,80° Drehungsabnahme. Zeit der halben Hydro- 
lyse 52,2 Min. 

b) Raffinasewirkung. 20 ccm Suspension in 50 ccm bewirkten in 
166 Min, 3,54° Drehungsabnahme. Halbe Hydrolyse 148 Min. 


Der Quotient der Saccharase- und Raffinasezeitwerte war 
im Adsorbat 1: 11,2, im riickstindigen Aluminiumhydroxyd 
nach der Rohrzuckerelution 1: 11,5. 

2. Versuch. Aus Kopenhagener Brennereihefe wurde durch 
rasche Autolyse bei Gegenwart von Toluol in 4'/2 Tagen eine 
Invertinlésung erhalten, die man zur Klarung mit 10 °%/o 
Kaolin behandelte. Das Filtrat ergab den Quotienten der 
Wirkungswerte 1:5,3. Aus der Lésung adsorbierten wir mit 
einer nicht ganz ausreichenden Menge Aluminiumhydroxyd 
das Enzym, um das Adsorbat wie beim 1. Versuch mit Rohr- 
zucker zu eluieren. 


Bestimmung des Adsorbates. 


a) Saccharasewirkung. 2 ccm Adsorbatsuspension in 50 ccm Rohr- 
zuckerliésung bewirkten in 22 Min. 2,36° Drehungsabnahme, in 
46 Min. 4,20°. Zeit der halben Hydrolyse 35 und 33 Min. 

b) Raffinasewirkung. 5 ccm Adsorbat in 50 cem Raffinoselésung 
bewirkten in 38 Min. 1,95° Drehungsabnahme, in 57 Min. 2,74°. 
Halbe Hydrolyse 73,5 und 72,5 Min. 


Nach dem Eluieren analysierten wir wieder die noch 
enzymhaltige Tonerde. 


a) Saccharasewirkung. 5 cem Suspension in 50 cem bewirkten in 
35 und 47'/, Min. 2,77° und 3,60° Drehungsabnahme, Zeit der 
halben Hydrolyse 45 und 42 Min. 

b) Raffinasewirkung. 20 cem Suspension in 50 ccm bewirkten in 
54 und 68 Min. 3,81° und 3,86° Drehungsabnahme. Halbe 
Hydrolyse 58 und 53° Min. 
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Im Adsorbat waren Saccharase und Raffinase anfangs mit 
dem Zeitwertquotienten 1:5,5 enthalten, nach dem Eluieren 
enthielt das Aluminiumhydroxyd noch 41'/2°/o der Saccharase 
und 45'/,°/o der Raffinase entsprechend dem Quotienten 1: 5,0. 
Es ist also eine schwerlich iiber die Bestimmungsfehler hinaus- 
gehende kleine Verschiebung, kaum eine geringe Anreicherung 
(10°/o) der Raffinase erfolgt. 

Auch bei der Bildung von Invertinlésungen durch Auto- 
lyse der Hefe gehen Saccharase und Raffinase ohne Anderung 
des Zeitwertquotienten in Lésung. Der Melibiasegehalt der 
untergirigen Hefe, von der unsere Invertinpriparate her- 
stammen, hindert den Vergleich von Hefe und Priparaten 
hinsichtlich der Raffinosespaltung. Deshalb vergleichen wir 
in einer melibiasefreien Hefe, der dinischen Brennereihefe, und 
in der aus ihr gebildeten Autolysenfliissigkeit den Quotienten 
der beiden Knzymwirkungen. 

Die Hefe wird im folgenden Abschnitt durch die Invertin- 
und Raffinasezeitwerte 0,52 und 2,65, also den Quotienten 5,1 
gekennzeichnet. Die in 2 Tagen gebildete Autolysenfliissig- 
keit, mit Kaolin geklart, ergab bei einer Enzymausbeute von 
etwa 3°/o fiir die Raffinase- und Invertinzeitwerte den 
Quotienten 5,5. Der in 4'/, Tagen gewonnene Hefeauszug 
enthielt nach dem Klaren mit Kaolin 20°/o vom Enzym und 
entsprach dem Quotienten 5,3 der Raffinase- und Saccharase- 
zeitwerte. 


80 g Hefe mit 160 g Wasser unter Toluolzusatz autolysiert. 
Auszug nach 2'/, Tagen. 
a) Saccharasebestimmung. 2 ccm bewirkten in 50 ccm in 78 Min. 
3,45° Drehungsabnalime; Zeit der halben Hydrolyse 73,5 Min. 
b) Raffinasebestimmung. 10 ccm bewirkten in 78 Min. 3,21° Dreh- 
ungsabnahme; Zeit der halben Hydrolyse 80,5 Min. 
Auszug nach 4'/, Tagen. 
i) Saccharasebestimmung. 0,25 cem bewirkten in 50 cem in 79 Min. 
3,08° Drehungsabnahme; Zeit der halben Hydrolyse 85,5 Min. 
b) Raffinasebestimmung. 1,25 ccm bewirkten in 60 Min, 2,41° Dreh- 
ungsabnahme; Zeit der halben Hydrolyse 91 Min. 


Die Werte, deren Fehler etwas gréfier sein kénnen wie 
oben, differieren so wenig untereinander und vom Quotienten 
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der Hefe selbst, dafi von einer Verschiebung des Verhiltnisses 
nicht gesprochen werden kann. 


Saccharase- und Raffinasewirkung einiger 
obergiriger Hefen. 


An einigen Brennereihefen, die in der voranstehenden 
Abhandlung von R. Willstaitter und W. Steibelt auf den Ge- 
halt an Maltase und «-Glukosidase gepriift und in einer nach- 
folgenden hinsichtlich des Garvermégens untersucht wurden, 
vergleichen wir die Wirkung auf Rohrzucker und Raffinose. Die 
Hefen weisen grofie Unterschiede auch im Gehalt an den hier 
in Betracht kommenden Enzymen auf, Die danische Brennerei- 
hefe, die wir der Gefilligkeit des Herrn Prof. A. Jorgensen 
verdanken, ist an Invertin 24-, an Raffinase 25mal reicher 
als die Stadlauer Spiritushefe. Im Quotienten der ' beiden 
Enzy mwirkungen stimmen aber die enzymreichste und enzym- 
irmste der untersuchten Hefen gut iiberein. Dagegen diffe- 
rieren sie und ihre Ausziige wie auch die Adsorbate daraus von 
den beschriebenen Invertinpriparaten derart, dafi die Spaltung 
der beiden Zucker nicht auf ein und dasselbe Enzym zuriick- 
gefiihrt werden kann. Eine entscheidende Bestitigung fiir 
dieses Ergebnis wird beim Vergleich weiterer Heferassen (Ta- 
belle 5) gewonnen, der zu sicheren Ausschliégen im Quotienten 


Zeitwert fiir Raffinase 


Zeitwert fiir Saccharase 


fiihrt. Vor allem kommt die reine Brennereihefenrasse XII 
des Berliner Instituts fiir Girungsgewerbe in Betracht, die 
2,4 mal weniger Invertin und fast 6 mal weniger Raffinase als 
die Kopenhagener Oberhefe enthalt. Der Quotient der Zeit- 
werte wird hier fast 2'/, mal ungiinstiger fir Raffinase als 
bei der dinischen Hefe. Bei der Rasse Il des Berliner In- 
stituts hingegen finden wir den Quotienten wieder gleich (5,1, 
mit Auszug aus Trockenhefe bestimmt) wie bei der Kopen- 
hagener Hefe. 
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Richard Willstatter und Richard Kuhn, 


Tabelle 5. 


Quotienten der Raffinase- und Saccharasezeitwerte 
obergiériger Hefen. 











: 8 Ver- inne Ver- 
Wir- |Frisch- ungs- | Spal- 
Hefe suchs- gleichs-| Quo 
Ne.) ,. | kung ] hefe ; ab- | tung : ; 
(Trockengew. °/,) zeit zeit- | tient 
auf in nahme 
25 com . _— 
Min. *o 
1 | Brennereihefe Rohrz.} 0,05 20 2,82 43 || 0.52 
Kopenhagen ‘ 30,0 | 4,38 66,51) °* | 5 
21. UL. 21 Raffin] 0,25 | 41,5] 4,51] 69 | 265 ]) °’ 
(21,6) 
2 | Spiritushefe Rohrz.} 0,125] 60 1,48 22,94 12,1 | 5 4 
Stadlau Raffin.| 0,375] 95 | 1,381 | 20 | 65 Rss 
25. Il. 21 
(30,3) 
3 | Brennereihefe Rohrz.} 0,125} 3¢ 4,25 65 1.26 
Rasse XII . 43 5,28 | 80,5 26 || 12.3 
26. If. 21 Raffin.| 0,375] 52 | 231] 35,5] 15,6 JJ” 
(25,0) 
4 | Brennereihefe M|Rohrz.J 0,125} 31 2.301 85 il 9 69 
26. 1. 21 x 48 | 3,08] 47 |J o> 7,5 
(22.2) Raffin.) 0,375| 39,5! 1,31 | 20 | 19,7 6.5 
: 60 | 221) 34 | 169 
5 | Branntweinhete |Rohrz.| 0,125] 34,51 2,50 38 {\ 9 36 
Sinner ‘ 49 $86 4° 51.43 °° | 7.2 
3. IIT. 21 Raffin.| 0.375] 56 | 1,71] 26 | 26.3 f 70 
28,0) * 'a) 2,63 40,5] 38,5 





worden. 























Kine Nebenerscheinung, die bei einigen Raffinasebestim- 
mungen der Tabelle auffallt, ist das Sinken der Zeitwerte 
wihrend der Bestimmungsdauer. Gleiches ist éfters bei Mal- 
tase und im voranstehenden auch bei «-Glukosidase beobachtet 


Wie in jenen Fillen diirfte die Verbesserung der 


Raffinasezeitwerte als Enzymbildung im Laufe der Versuche 
zu deuten sein. Noch deutlicher zeigt sich diese Erscheinung 
im folgenden Versuch, in dem die Zeitwerte sehr genau be- 
stimmt sind, da die beobachteten Spaltungen in den mittleren 
Tei! der Reaktionskurve fallen. 
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Hefe von Sinner. Nach 52'/,, 85, 110 Minuten betrug 
die Spaltung 34, 50, 61°/o entsprechend Zeiten halber Hydro- 
lyse von 91, 85 und 78 Minuten. Das Sinken des Zeitwerts 
entspricht einem Zuwachs an Enzym von 15°. 

Die Zeitwertbestimmung wurde stets unter Toluolzusatz 
in kurzen Zeiten ausgefihrt. Bei der EKinwirkung der leben- 
den Hefe auf Raffinose im langdauernden Girversuch sind die 
Bedingungen fiir die Raffinasebildung giinstiger. Wir beobach- 
teten unter diesen Umstiinden ein fast gleiches Ansteigen von 
Raffinase und Invertin. Hier ist daran zu erinnern, daf H. 
v. Kuler’) und seine Mitarbeiter im Laufe ausgedehnter Studien 
iiber Enzymbildung z. B. bei der Hefeziichtung in asparagin- 
haltiger Rohrzuckerlésung nicht sowohl einem spezifischen In- 
vertinzuwachs als einer allgemeinen Erhéhung der vitalen 
Prozesse, einer allgemeinen Enzymbildung freilich mit sehr 
ungleicher prozentischer Zunahme der betreffenden Enzym- 
wirkungen begegneten®). 

Fiir unseren Versuch diente die Brennereihefe von Sinner. 
Beim Vergiiren von Rohrzucker unter Zusatz von Pepton war 
bei ihr keine Enzymvermehrung eingetreten. Mit 5g der Hefe 
(Nr. 5 der Tabelle) liefen wir 1 | 10°%oige Raffinoselésung 
unter Zusatz von 1 g Pepton bei 25° 36 Stunden giren; ein 
Teil der Fruktose blieb iibrig. Die Hefe wurde mit der Zen- 
trifuge abgetrennt und nach sorgfaltigem Waschen zu einem 
Trockengehalt von 28,2°/o abgeprefit. Fiir die Bestimmung 
brachten wir 2g der Hefe unter Zusatz von etwas Toluol 
auf 50 ccm. 


a) Saccharasebestimmung. 5 ccm bewirkten in 50 ccm Rohrzucker- 
lésung in 54 Min. 3,91° Drehungsabnahme entsprechend 43,5 Min. 
Zeit fiir halbe Hydrolyse. 

b) Raffinasebestimmung. 15 ccm bewirkten in 50 cem in 71 Min. 
2.53° und in 98 Min. 3,89° Drehungsabnahme. Daher Zeit der 
halben Hydrolyse 101 und 92'/, Min. 


1) Chemie der Enzyme, 2. Aufl, Miinchen und Wiesbaden 1920, 
10. Kap., 8. 284. 

*) H. v. Kuler und H. Meyer, Diese Zeitschr. Bd. 79, S. 274 (1912) 
und zwar 8. 298. 
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Der Zeitwert fiir Raffinase war von 26,3 bezw. 23,5 ver- 
bessert zu 17,1 und 15,6, der Vergleichszeitwert der Saccha- 
rase 2,45 anstatt 3,36. Der Quotient der Enzymwirksamkeiten 
betrug nach der Zunahme 7,0 und 6,4 statt der Anfangs- 
werte 7,8 bis 7,0. 
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Uber die Verschiedenheit von Maltase und «-Glukosidase. 
(III. Mitteilung') iiber Maltase.) 


Von 
Richard Willstaitter und Werner Steibelt. 
(Mit 1 Abbildung.) 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1921.) 


Nach Emil Fischer?) wird «-Methylglukosid ebenso wie 
Maltose durch Hefe gespalten. Diese Wirkung schrieb Fischer 
anfangs dem Invertin, dann der Hefemaltase zu, die er aus 
dem Pilze nach vorangehendem Trocknen auszulaugen ver- 
mochte. Das Glukosid lief} sich bei Gegenwart von Chloroform 
auch durch frische Hefe spalten, wihrend es unter gleichen 
Bedingungen, also mit frischer Hefe bei Anwesenheit von 
Chloroform, nicht gelang, die Hydrolyse der Maltose herbeizu- 
fiihren. Abgesehen von diesem Phinomen, das sehr kompliziert 
zu sein schien, ,,zeigen Maltose und a-Methylglukosid gegeniiber 
den Enzymen der Hefe véllige Ubereinstimmung“. Es zeigte 
sich freilich bald*), dafS es andere maltosespaltende Stoffe gibt, 
die das a-Methylglukosid nicht verindern, da nimlich das 
Serum von Pferde- oder Rinderblut auf das Glukosid gar nicht 
einwirkt, wihrend es bekanntlich die Maltose leicht spaltet. 
Dieser Befund wiire mit der Vorstellung gut zu erklaren, daf 


') Die ersten Mitteilungen: Diese Zeitschr. Bd. 110, S, 232 (1920) und 
Bd. 111, S. 157 (1920). 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 26, S. 2400 (1893); Bd. 27, S. 2478 
u. 2985 u. 3479 (1894); Bd. 28, S. 1429 (1895). 

3) KE. Fischer und W. Niebel, Sitzungsber. d. Preuf. Akad. d. 
Wiss. 1896 S. 73; E. Fischer, Unters. iiber Kohlehydrate und Fermente, 
Berlin 1909, S. 868. 
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Maltose und «-Methylglukosid auch von der Hefe mittels zweier 
verschiedener Enzyme hydrolysiert werden. EK. Fischer’) gab 
indessen der anderen Annahme den Vorzug, ,,daf} ein und das- 
selbe Enzym der Hefe, die Maltase, sowohl die a-Methylglukoside 
als auch die Melibiose und verschiedene als Dextrine bezeich- 
nete, kompliziertere Kohlehydrate angreifen kann. Die Er- 
fahrung, daf} einzelne Hefen nur die Maltose, aber nicht die 
Melibiose spalten, oder dafi} es Maltasen gibt, wie z. B. im 
Blut der Siugetiere, welche die a-Glukoside unberihrt lassen, 
ist kein triftiger Grund dagegen.“ Wéahrend aber nach der 
Ansicht von EK. Fischer?) die Entscheidung dieser Frage noch 
unsicher bleibt, ,,solange man nicht imstande ist, die Enzyme 
als einheitliche chemische Individuen zu charakterisieren“, wird 
seitdem in der Literatur die Identitiét oft mit Bestimmtheit 
angenommen’*). Dennoch ist diese Annahme nicht zutreffend 
und sie lift sich widerlegen, ohne daf man es unternimmt, 
eines der beiden Enzyme ,im reinen Zustand zu isolieren‘. 
Das Verhalten der Hefe bei Gegenwart von Chloroform 
gegen Maltose beruht wahrscheinlich darauf*), dafi beim Abtéten 
der Hefe durch Chloroform die Produktion von Siure in der 
Hefezelle einsetzt und in ihr ein fiir die Wirkung der Maltase 
ungiinstiges Milieu schafft. Das Ausbleiben der Maltosehydrolyse 
unter den Versuchsbedingungen von EK. Fischer ist weniger 
auf Zerstérung der Maltase durch die von der Hefe gebildete 
Siure, als auf zu hohen Saéuregrad am Reaktionsort zuriick- 
zufiihren. Wenn unter gleichen Bedingungen die Spaltung von 
a-Methylglukosid erfolgt, so ist wohl anzunehmen, daf} diese 
Hydrolyse toleranter gegen Veranderung der Reaktionsbe- 
dingungen ist und von einem anderen Enzym bewirkt wird. 
Daf} Maltase und Glukosidase wirklich zwei verschiedene 
1) Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 60 (1898), und zwar S. 80. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 28, S. 1429 (1895) und zwar S. 1488. 
3) Vel. z. B. E. F. Armstrong, The simple carbohydrates and the 
glucosides, 3. Aufl., London 1919, S. 103 (auch S.11 u. 120): ,In view of 
the behaviour of maltose towards maltase, it is considered to be a glukose- 
a-glucoside, since it is only a-glucosides which are hydrolysed by maltase.“ 


‘) R. Willstatter und W. Steibelt, Diese Zeitschr. Bd. 111, 
S. 157 (1920). 
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Enzyme sind, folgt daraus, daf} die enzymatische Wirkung 
der Hefe auf die Substrate, ausgedriickt durch die Zeitwerte 
der Hefe fiir Maltase und a-Glukosidase, kein konstantes Ver- 
hiltnis aufweist. Den Quotienten 
Zeitwert fiir «-Glukosidase 
Zeitwert. fiir Maltase 

finden wir beispielsweise bei verschiedenen Briwereihefen 
zwischen 7,7 und 0,9 schwankend, noch tiefer fillt er bei 
Brennereihefe. Auch bei einer einzigen Hefeprobe ist dieses 
Verhiltnis leicht verinderlich. Beim Ruhen der Hefe bei 
niedriger Temperatur wachst bald der Gehalt an Maltase, bald 
an Glukosidase, sodaf} bei 1—3Stiaigigem Lagern der Quotient 
z. B. von 5,9 in 3,3 oder von 3,0 in 5,9 tibergeht. Endlich 
verschiebt sich das Verhiltms der beiden Zeitwerte bei der 
Darstellung von Hefeausziigen durch Autolyse. Hefe, die den 
Zeitwertquotienten 5,9 aufwies, lieferte eine Enzymlésung mit 
dem Verhaltnis 2,9 der beiden enzymatischen Wirksamkeiten. 

Aus der Verschiedenheit der Maltose und «a-Glukosid 
spaltenden Enzyme ist zu folgern, dali die Hefe fiir die Hydro- 
lyse zusammengesetzter Zucker eine gréfere Zahl besonderer 
Enzyme ausbildet, als man bisher annahm. 


Quantitative Bestimmung der a-Glukosidase, 


Die Wirkung der Hefe und der Hefeausziige auf Methyl- 
glukosid soll gleich derjenigen auf Maltose') durch die Zeit 
in Minuten bestimmt werden, die 1 g trockene Hefe oder die 
dieser Menge entsprechende Enzymlésung braucht, um bei 
30° 1,347 g a-Methylglukosid (entsprechend 1,25 g abzuspal- 
tender Glukose) zur Halfte zu hydrolysieren, wenn diese in 
50 ccm zusammen mit 60 mg Na,HPO,-2H,0O und 45 mg 
KH, PO, enthalten sind (d. i. bei py = 6,8). 

Die Hydrolyse des Glukosids verfolgen wir polarimetrisch, 
was mit der gleichen Genauigkeit wie nach der Reduktions- 
methode ausfiihrbar ist. Die Glukosidlésung besitzt nach dem 
Verdiinnen mit 20°/o 2n-Sodalésung, wie es im Versuch zur 
Sistierung der Spaltung und zur Beendigung der Multirotation 


1) Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 233 und Bd. 111, S. 168. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXYV. 14 
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geschieht, entsprechend [a#|p = +158° den Anfangswinkel 
+ 7,10°, nach vollkommener Spaltung + 2,20°. 

Das Optimum der Wirkung von Hefeausziigen auf «-Methyl- 
glukosid liegt nach P. Rona und L. Michaelis’) bei py = 
5,8 bis 6,6 und zwar schien 6,2 den allergiinstigsten Punkt 
darzustellen. Da Michaelis und Rona’) fiir die Maltose- 
spaltung den Bereich von py 6,1 bis 6,8 optimal gefunden 
hatten, mit 6,6 als allergiinstigstem Punkt, so schien diese 
Differenz zwar fiir eine Verschiedenheit beider Fermente zu 
sprechen, doch waren die Unterschiede in der Wirksamkeit 
innerhalb des ganzen angegebenen Gebietes nicht grof} genug, 
um sichere Schliisse zu gestatten. 

Wir liefien beim Glukosid die Spaltung wie bei Maltose 
mit spurenweise saurer Reaktion von py = 6,8 verlaufen, da 
wir weder fiir Maltase- noch Glukosidasewirkung zwischen 
6,0 und 6,8 iiber die Fehlergrenze hinausgehende Unterschiede 
beobachten konnten (Tab. I). Auf beginnend alkalischem Gebiet 
erwies sich die Wirkung abgeschwiacht, aber weniger als in den 
Versuchen von Michaelis und Rona. Die Wasserstoffzahl 
wurde durch verschiedene Mischungsverhaltnisse des Phosphat- 
puffers nach S. P. L. Sérensen#) variiert. 


Tabelle I. 
Spaltung von Maltose und «-Methyl-Glukosid bei p,, 6,0 bis 7,8. 





Maltase a-Glukosidase 


PH Maltose- Zeitwert des} Glukosid- | Zeitwert des 
spaltung Hefeauszugs| spaltung | Hefeauszugs 


| 








{ 








6.0 43,0 | 86 32,7 142 

6,4 42.8 | 87 33,3 | 137 

6.8 | 32,7 | 142 
. 42.7 | 87 

6,8 28,2 | 280 

7,2 41,4 | 93 24.5 340 

7.8 40,3 | 99 24,5 | 340 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 58, S. 148 (19138) und L. Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, S. 7]. 

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 (1913). 

’) Biochem. Zeitschr. Bd. 21, S. 131 (1909) und Bd. 22, S. 352 (1909). 
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Die Bestimmung der Glukosidasewirkung setzt voraus, dai 
die Beziehung zwischen Reaktionsdauer und Umsatz bekannt 
ist, und dafi fiir einen gewissen Umsatz das Produkt aus Enzym- 
menge und Zeitdauer konstant gefunden wird. Im Bereiche 
von 1:10 trifft es genau zu, daf} die Zeiten gleichen Umsatzes 
sich umgekehrt wie die Fermentmengen verhalten. 


1 ccm Enzym in 50 ccm bewirkten in 800 Min, 1,57° Drehungsabn. 
entspr. 32,0°/, Spaltung, 


2 . oe , 400 , 1,57° Drehungsabn. 
entspr. 32,0°/, Spaltung, 
- 4 “ » Aes Hl , 160 , 1,54° Drehungsabn. 
entspr. 31,4°/, Spaltung, 
-M « . » 2. . , SO , 1,54° Drehungsabn. 


entspr. 31,4°/, Spaltung, 





oe 
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Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der «-Glukosidase- 
wirkung begegnen wir sehr dhnlichen Verhiltnissen wie bei 
der Maltosespaltung. Abweichend von der Inversion des Rohr- 
zuckers fallt im Verlauf der Hydrolyse des Glukosids k aus 
1/t -],a/a—x stark ab. Um aus der jeweils beobachteten 
Glukosidspaltung die der 50°/oigen Spaltung entsprechende Zeit 
zu ermitteln, dient uns die aus dem Beispiel der Tabelle II 
und zwei weiteren Versuchen abgeleitete Reaktionskurve ‘). 


1) Fiir jeden der drei Versuche wurde durch Interpolation aus den 
nichsten vor und nach 50°/, gelegenen Beobachtungspunkten die Zeit (200, 
340, 326 Min.) fiir 50°/, Spaltung ermittelt und gleich 6,52 gesetzt, dem 
Zeitwert der theoretischen Kurve bei 50°/,. Daraus ergibt sich das Ver- 
haltnis, in dem die Beobachtungszeiten der einzelnen Versuche umzu- 
rechnen sind. 
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Tabelle II. 


Zeitlicher Verlauf der «-Glukosidasewirkung. 
(30°; 2,694°/,ige Glukosidlésung.) 














Zeit | Drehungsabn. Umsatz 
Min. */, 
10 0,37 7,6 
20 0,60 12,3 
40 1,00 20,4 
60 1,31 26,7 
100 1,76 30,9 
160 2,25 45,9 
240 2,60 53,1 
340 2,95 60,2 


Auf dieser Grundlage geschieht die Bestimmung der Gluko- 
sidase auch in den Hefen nach dem Verfahren der Maltase- 
bestimmung, das auf rascher Verfliissigung der Hefe durch 
Kssigester, Neutralisation der entstehenden Saiure mit Ammoniak 
und Kinstellung der fiir die Knzymreaktion giinstigen Wasser- 
stoffzahl beruht. Bei vielen Hefen von normalem Enzymgehalt 
entspricht der Verlauf der Glukosidspaltung der ermittelten 
Reaktionskurve. 

Hefe der Léwenbrauerei Miinchen, 1. XII. 1920. 
Nach 83 Min. Drehungsabn. 1,29°, Spaltung 26,5°/,, Zeitwert 145. 

. ao . : 1659, 33,75, » 145. 

Bei Hefen, die auf a-Methylglukosid schwach wirken, 
wird wie bei maltasearmen mitunter eine Abweichung in dem 
Sinne gefunden, dafi sich der Zeitwert bei lingerer Versuchs- 
dauer giinstiger als bei kurzer ergibt. 

Hefe der Spatenbrauerei Minchen, 6. XII. 1920. 
Nach 120 Min. Drehungsabn. 1,52°, Spaltung 31,0°/,, Zeitwert 165. 
180 ,, 2,055 , 418%, , 140. 
Kopenhagener Brennereihefe, 24. il. 1921. 
Nach 154 Min. Drehungsabn. 1,30°, Spaltung 26,5°/,, Zeitwert 250. 
, * + : -« ._ s%, , 


Diese Erscheinung fiihren wir auf KEnzymzuwachs zuriick, 
auf postmortale Neubildung des Enzyms im Laufe der langen 
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Bestimmungsdauer’). In solchen Fallen werden fiir eine Hefe 
zwei Zeitwerte verzeichnet: ein durch Extrapolieren fiir den 
Zeitpunkt des Bestimmungsanfanges abgeleiteter und ein fiir 
das Ende der Bestimmungsdauer gefundener. Fiir die beiden 
erwihnten Hefen sind diese Zeitwertpaare: 
Hefe der Spatenbrauerei: 210 und 140 fiir Glukosidspaltung, 230 
und 125 fiir Maltosespaltung, 


Kopenhagener Hefe: 300 und 175 fiir Glukosidspaltung, 165 und 
155 fiir Maltosespaltung. 


Verhaltnis zwischen Maltose- und Glukosidspaltung. 


Fiir den Vergleich der Wirkung auf Maltose und Methyl- 
glukosid haben wir eine Anzahl von Brauereihefen in ganz 
frischem Zustand untersucht und von Brennereihefen, die nach 
dem Kintreffen der Postsendungen oder kurzem Aufbewahren 
im Kisraum zur Bestimmung dienten. Die Brennereihefen 
sind in der nachstehenden Abhandlung iiber maltasearme Hefen 
genauer besprochen. Die Brauereihefen entstammten den Be- 
trieben, nur die Frohberg-Unterhefe ist eine Reinkultur, fiir 
deren Uberlassung wir Herrn Privatdoz. Dr. Liiers, Direktor 
der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen, zu 
bestem Dank verpflichtet sind. Auch die Weinhefe, Assmanns- 
hiuser, verdanken wir der Freundlichkeit des Herrn Direktor 
Dr. Liiers. 

Hefeproben von 11 g wurden verfliissigt, neutralisiert und 
mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Von den Suspensionen 
verwendeten wir je 10 oder 20 ccm einerseits zur Maltase-, 
anderseits zur Glukosidspaltung. Die Zeitraiume fiir die beiden 
Reaktionen waren gewdhnlich verschieden, da die Maltose- 
spaltung rascher verlief. 

Von Quotienten der Malitase- und Glukosidase-Zeitwerte 
werden in allen Fallen die Anfangswerte und in den Fallen, 
wo die Maltase- und Glukosidasebestimmungen nach gleicher 
Gesamtdauer vorliegen, auch die Endwerte angefiihrt. Die 


*) Diese Erscheinung wird von Willstitter und Racke in einer 
Abhandlung iiber Invertin, die in den Ann. d. Chem. erscheinen wird, 
genauer behandelt. 
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meisten Unterhefen zeigen in ihrem Spaltungsvermégen fiir 
Methylglukosid nahe Ubereinstimmung. Viel gréfer sind die 
Schwankungen im Gehalt an Maltase, woran die Unterhefen 
verhiltnismafig reich sind. Die Quotienten der beiden Enzym- 
wirkungen liegen bei den Brauereihefen, wie die Tab. III zeigt, 


zwischen 7,7 und 0,9. 


Die untersuchten Oberhefen sind an 


beiden Enzymen sehr arm, ohne dafi wie bei den Brauerei- 
hefen eines derselben wesentlich iiberwiegt; der Quotient fillt 


bis 0,7. 


Tabelle III. 


Maltase- und Glukosidasewirkung verschiedener Hefen. 














Maltase Glukosidase 
Hefe (Trocken-| Ver- |Dreh- _ . Ver- Dreh-| _ . Quotient der 
, : _ Zeit- Zeit- ; 
gewicht in °/,) |suchs-| ungs- suchs-| ungs- | Zeitwerte 
. | wert , | wert 
zeit | abn, | zeit | abn. | 
| . 
Léwenbriau | 
1. XII. 20 32 2,35 32,5] 88 129 | 145 45 
(22,7) 65 3,20 32,5] 1380 1,65 145 . 
Hofbrau | 
3. XII. 20 40 2,16 | 52 100 1,32 175 24 
(24,2) 96 3,20 51 150 188 | 175 ™ 
Spatenbrau 
6. XII. 20 60 | 1,40 | 195 120 152 165 | Anfangsw.0,9 
(23,7) 180 2,86 125 180 2,05 140 | Endwert 1,1 
Pschorrbrau | 
7. XII. 20 “a 120 150 , 175 will 
(25,2) 60 | 3.40 29 120 9'00 55 Anfangsw. 7, 
Frohberg | 
Unterh. Reink. 
4. II. 21 " 90 0,82 | 2801... 
(23,6) 90 | 2,92 58 140 122 60) Anfangsw. 5,5 
Weibbrau T'al 
13. XII. 20 40 | 1,95 65 80 120 165 95 
24,0) 80 | 2,65 66 190 1,95 165 = 
| 
Weinhefe | 
Assmannsh. 
4, II. 21 90 | 1,43 | 320 90 0,40 | 1000 | Anfangsw. 2,5 
(27.0) 160 2,09 | 250 160 0,70 800} Endwert 3,2 
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Maltase Glukosidase 
Hefe (‘Trocken- | Ver- 'Dreh-| _ . Ver- | Dreh- | . Quotient der 
ae | | Zeit- | Zeit- 
gewicht in °/,)|suchs-| ungs- | suchs-| ungs- | Zeitwerte 
igi | wert . | wert 
zeit | abn. | zeit | abn. | 
Brennerei- | | 
hefe M | | | 
23. XII. 20 | 160 | 0,25 |3500 | 160 | 0,24 | 2400 0,7 
(24,3) 
Brennerei- | | | 
hefe M | | | | 
12. I. 21 450 | 1,00 {2600 | 450 0,75 | 1800 0,7 
(24,5) | 
Brennereihefe 
Rasse II 
12, II, 21 150 1,34 | 740 | 280 | 1,25 | 760 1,0 
(34,2) | | | 
Brennereihefe i | 
Rasse XII 
26. II. 21 100 1,71 | 2380 | 100 | 1,13 | 230 | Anfangsw.0,8 
(25,0) 150 2,48} 150 | 150 | 1,62 | 195 | Endwert 1,3 
Brennereihetfe | 
Kopenhagen | | | | 
21. Hi. 2} 77 1,65 | 160 | 154 | 1,80 | 250 | Anfangsw. 1,8 
(21,6) 204 | 2,62 | 155 | 408 | 2,54 | 175 | Endwert 1,1 


Da sogar nach dem Abtéten der Hefe eine Neubildung 
der kohlehydratspaltenden Enzyme angenommen werden mufi, 
ist es nicht iiberraschend, dafi in der ruhenden Frischhefe 
Enzymbildung erfolgt. Abnahme von Maltase oder «-Glukosi- 
dase wurde nie beobachtet. Aber grofe Verschiebung in dem 
Verhaltnis der Maltase- und Glukosidasezeitwerte trat bei 
manchen Brauereihefen wihrend ein- oder mehrtiigigem Auf- 
bewahren im Kiihlraum ein. Dabei war keine Regelmafigkeit 
zu erkennen. Einmal erfolgte grofier Zuwachs an Maltase, 
sogar Verdoppelung des Maltasegehalts in 24 Stunden, wih- 
rend die Glukosidase konstant blieb'). In anderen Fallen 





1) Auch in einem zweiten Fall wurde eine solche Zunahme der 
Maltase festgestellt, wihrend hier die Bestimmung der Glukosidase fiir 
die aufbewahrte Hefe fehlt. 

Spatenbriuhefe 6. X11. 20: In 60 Min. Drehungsabn. der Maltose- 
lésung 1,40°, Maltasezeitwert 195. Dieselbe Hefe, 3 Tage aufbewahrt: 
In 60 Min. Drehungsabn. der Maltoseliésung 2,35°, Maltasezeitwert 64. 
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blieb der Maltasegehalt ungefihr konstant und die Wirkung 
auf Methylglukosid erfuhr bedeutende Verstirkung. Diese 
Beobachtungen (Tab. IV) stimmen wie der Vergleich der ver- 
schiedenen Hefen nicht zu einem engen Zusammenhang von 
Maltase und a-Methylglukosidase. 


Tabelle IV. 


Verschiebung der Zeitwertquotienten beim Lagern der Hefen. 





“Glukosidase [> 


Maltase 
Hefe (‘Trocken- | Ver- | Dreh- | Zeit Ver- | Dreh- | Zeit Quotient der 
R aa ‘ _ | aelt- + | 7: 
gewicht in °/,) |suchs-| ungs geen’ suchs- | ungs erat Zeitwerte 


zeit | abn. | zeit | abn. | 





Léwenbriu | | 
14. XII. 20 (22,7) | | 

frisch | 40 2,80, 28 | 120 | 1,53] 155 |, , 59 
80 | 8,72} 28 | 210 | 2,10} 150 |“ ™an88¥-> 


nach 3 Tagen 60 3,40 26 120 | 2,10 86 3,3 





Spatenbriiu 

15. XII. 20 (23,3) 
frisch 40 2,34 42 120 | 1,80; 115 

80 3,17 | 40 210 | 2,44 > 105 


nach 3 Tagen 60 2,92 | 37 90 | 1,95 | 73 2.0 


Anfangsw. 2,9 


Spatenbriiu 

17. XII. 20 (23,2) | 
frisch 40 2,08 | 52 80 1,20 

80 | 2,90} 50 180 | 2,00 


nach 3 Tagen | . | 100 | 1,87] 155 |. xo 


130 1,60 | 155 


on Anfangsw. 3,0 














Verinderung des Quotienten der Enzyme beim 
Auflésen. 


Die Auflésung der kohlehydratspaltenden Enzyme aus der 
Hefe ist kein einfacher Lésungsvorgang. Dieselben werden, 
wie in zwei Abhandlungen iiber Invertin, die sich im Druck 
befinden, von R. Willstitter und F. Racke gezeigt wird, 
erst durch einen enzymatischen Abbauvorgang freigelegt und 
in Lésung iibergefiihrt. Die Verschiedenheit der Maltase und 
der a-Glukosidase zeigt sich nun auch darin, daf} die beiden 
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Enzyme beim Ausziehen der Hefe nicht in gleichem Mafie 
in Lésung gehen, also nicht mit demselben Quotienten der 
Zeitwerte in den Hefeextrakten wirken, wie in den Hefen 
selbst (Tab. V). Die Verschiebung kann, was fiir unsere 
Schluffolgerung belanglos ist, auch auf ungleicher Bestindig- 
keit der Enzyme in der Lésung beruhen. 

Zwei Brauereihefen lieferten Enzymlésungen unter ver- 
haltnismiBiger Anreicherung der a-Glukosidase. Bei einer 
Brennereihefe trat eine Verschiebung im _ entgegengesetzten 
Sinne ein, aber da in diesem Falle die Hefe im getrockneten 
Zustand verarbeitet wurde, kann schon beim Liegen und Ent- 
wissern durch Zunahme der Maltase, die wirklich zu_be- 
obachten war, die Verschiebung vorbereitet worden sein. 








Tabelle V. 
Verschiebung der Zeitwertquotienten beim Extrahieren der Hefen. 
Maltase Glukosidase 
Hefe (Trocken-| Ver- | Dreh-| _ . Ver- Dreh-| ,. Quotient der 
aad | Zeit- Zeit- nh 
gewicht in °/,)|suchs-| ungs- | suchs- ungs- | Zeitwerte 
need | wert : wert 
zeit | abn. | zeit | abn. | 


} 
} 





Liwenbriiu | 
14. XII. 20 (22,7) | 
Hefe 80 | 3,72 28 210 2,10 150 | Anfangsw.5,9 

Extrakt 30 | 2,80 | 41 80 1,75 | 160 3,9 


Spatenbréu 
17, X11. 20 (23,2) | 
Hefe 90 | 3,12 | 26 130 160 155 | Anfaagsw. 5,9 

Extrakt 60 | 2,73 | 8&7 100, 1.54 255 2,9 


Rasse XII 
26. II. 21 (25,0) 


Hefe 100 | 1,71 | 230 100 1,13 225 | Anfangsw. 0,8 
150 | 2,48 | 150 150) «1,62 | 195 | Endwert 1,3 
} j 
Extrakt aus | 100 | 2,08 | 265 | 100 | 1,20 390 L: 
Trockenhefe | 156 | 2,58 260 | 150 1,55 | 390 a 











Die Enzymlésungen gewannen wir durch rasche Autolyse 
bei neutraler Reaktion. 
200 g Hefe werden in emer Pulverflasche mit 10 ccm 
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Chloroform verrieben. Die Verfliissigung und die Produktion 
von Siure trat rasch ein und war in einer Viertelstunde 
ziemlich beendet. Darauf verdiinnten wir mit 200 ccm Wasser 
und neutralisierten mit 1°/oigem Ammoniak, wovon beispiels- 
weise 40—70 ccm erforderlich waren. Zur Autolyse wurde 
die Wassermenge noch etwas vermehrt, so daf} auf 1 Teil 
Hefe 1*/, Teile Wasser trafen; die weitere Siéurebildung war 
nicht mehr erheblich. Nach 24—48 Stunden filtrierten wir 
den Auszug ab. Die Ausbeute an Maltase und «-Glukosidase 
in diesen Hefeausziigen war zwar sehr gut, mitunter iiber 
die Mengen in der Hefe weit hinausgehend, aber leider sind 
die Enzyme darin wenig haltbar, weniger als in den durch 
Autolyse mit Toluol gebildeten. 

Beispiel: Hefe der Léwenbrauerei vom Maltasezeitwert 39 
lieferte in 24 Stunden einen Auszug, dessen Zeitwert, auf die 
Hefe bezogen, 25 war, entsprechend 160°/o Ausbeute. Diese 
Hefe gab bei der Autolyse mit Toluol in 2 Tagen nur einen 
Auszug vom Zeitwert 38, also mit 100°/o Ausbeute. 








Uber die Girwirkung maltasearmer Hefen. 
([V. Mitteilung iiber Maltase.) 


Von 


Richard Willstitter und Werner Steibelt. 


Mit 8 Abbildungen. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 192!.) 


Il. Gehalt von ober- und untergdrigen Hefen an Invertin 
und Maltase. 


Zur Verschiedenheit von Invertin und Maltase. 


Als Emil Fischer’) kurze Zeit nach C. J. Lintner’) 
die Hydrolyse der Maltose durch Hefeausziige beobachtete, 
betrachtete er sie zuniachst als eine Wirkung des Invertins. 
Fiir die Annahme eines spezifischen, auf Maltose wirkenden 
Enzyms entschied sich Fischer*) etwas spiiter hauptsichlich 
auf Grund des Umstands, ,daf beim Auslaugen der frischen 
Hefe mit Wasser ...... nur das Enzym in Lésung geht, 
welches den Rohrzucker spaltet*. Dieses Argument fiir die 
Verschiedenheit von Invertin und Maltase ist hinfallig ge- 
worden. Es gelingt auch aus ungetrockneter Hefe, z. B. bei 
Anwesenheit von Chloroform oder Toluol, Maltaselésungen her- 
zustellen*). Diese Ausziige sind zu stark sauer, als dafi sie 
ohne weiteres die Maltasewirkung entfalten kénnten. Aber 
') Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 27, 8. 2985 (1894); Bd. 27, S. 3479 
(1894) und Bd. 28, S. 1429 (1895). 

*) Zeitschr. f. ges. Brauwesen 1892, 8S. 106; C. J. Lintner und 
E. Kréber, Ber. d. deutsch. chem, Ges. Bd. 28, 8S. 1050 (1895). 

3) Ber. d, deutsch. chem. Ges, Bd. 27, 8. 3479 (1894). 

‘) R. Willstitter, Tr. Oppenheimer und W. Steibelt, Diese 
Zeitschr. Bd. 110, S. 232 (1920); R. Willstaitter und W. Steibelt, 
Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 (1920), und zwar 8S. 160. 
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sie spalten die Maltose, wenn sie neutralisiert und mit dem 
geeigneten Puffer entsprechend py = 6,8 versetzt werden. 

Auch die Verschiedenheit der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration fiir Invertin und Maltase, die L. Michaelis 
und P. Rona’) festgestellt haben, liefie sich mit der Vor- 
stellung gut in Kinklang bringen, dafi ein und dasselbe Enzym 
unter verschiedenen Reaktionsverhiltnissen die beiden Biosen 
angreife. Dagegen ist die ungleiche Bestiindigkeit von Invertin 
und Maltase, sel es gegen Siure*) oder beim Fallen der Pri- 
parate mit Alkohol*), nicht wohl vom Standpunkt ihrer Iden- 
titat zu verstehen. 

Die Verschiedenheit von Saccharase und Maltase wird 
durch das weit differierende Verhaltnis, in dem die beiden 
Knzyme in verschiedenen Hefen auftreten, aufier Zweifel ge- 
stellt. Diesen Gedanken hat schon EK. Fischer‘) in seiner 
zusammenfassenden Abhandlung .,Bedeutung der Stereochemie 
fiir die Physiologie“ angedeutet, indem er von einzelnen Hefe- 
arten sprach, welche Invertin enthalten, in denen aber das 
maltosespaltende Enzym fehlt und umgekehrt (Saccharomyces 
Marxianus maltasehaltig, Schizosaccharomyces octosporus in- 
vertinhaltig®)). Wenn es sich freilich nur um_ verschiedene 
Hefearten handelt, ist diese SchluBfolgerung nicht einwandfrei, 
wie ja Fischer auch die ganz analoge Kolgerung der Ver- 
schiedenheit von Maltase und «-Glukosidase ablehnte. Ks 
wird aber im folgenden gezeigt, daf} auch in den gewoéhn- 
lichen Hefen der Gehalt an Invertin und Maltase. nicht Hand 
in Hand geht. 

Die Ausbildung spezifischer Hefeenzyme zur Hydrolyse der 
eizelnen zusammengesetzten Zucker kann mit verschiedenen 
Vorstellungen erklart werden. Es ist méglich, dafi die Sac- 
charase, Maltase, «-Glukosidase, Lactase, Melibiase, Raffinase 


') Biochem, Zeitschr. Bd. 57, S. 70 (1913). 

*) L. Michaelis und P. Rona a, a. O., 

*) Ff. Réhmann, Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 27, 8. 3251 (1894). 

‘) Diese Zeitschr. Bd. 26, 8S, 60 (1898), und zwar S., 73. 

*) K. Fischer und P. Lindner, Ber. der deutsch. chem. Ges, Bd. 28, 
S. 984 (1895). 





eX Fh © teat <— 











Uber die Girwirkung maltasearmer Hefen. 213 


und viele andere nebeneinander existieren und in getrennten 
Enzymmolekiilen bestehen. Dann werden diese Enzyme sich 
aus derselben Grundsubstanz zusammensetzen, die ihnliche, 
aber nicht identische wirksame Gruppen trigt, Schliissel mit 
gleichartigen Griffen und verschiedenen Birten. | 

Ks ist andererseits auch mdglich, dafi an ein und der- 
selben Grundsubstanz, an deren Molekiil die fiir die einzelnen 
Enzymreaktionen erforderlichen, von einander verschiedenen 
wirksamen Gruppen ausgebildet werden, mehrere von diesen 
auftreten, einzeln oder in gréferer Zahl ausgebildet werden, 
einzeln oder in gréferer Zahl der Zerstérung anheimfallen. 
Das einfachste Modell fiir diese Vorstellung ist ein Doppel- 
schliissel, aus einem Griff bestehend, der an jedem Ende einen 
Bart traigt. Jeder von diesen Barten kann wachsen, ver- 
kiimmern, zerstért werden; ebenso kann der Grundkérper zahl- 
reiche Birte tragen. 


Maltasearme Brennereihefen. 


In diesem Abschmitt unserer Arbeit priifen wir die In- 
vertin- und Maltasegehalte verschiedener Brauerei- und Bren- 
nereihefen. Kine Absicht, die wir in dieser Untersuchung 
verfolgen, ist die Priifung, ob in der Praxis die Hefen aus- 
gewiihlt worden sind, welche mit den zuckerspaltenden En- 
zymen ausgeriistet sind, die sie nach der herrschenden Theorie 
fiir die ihnen zukommende Aufgabe brauchen. Darauf ergibt 
sich die Antwort, daf} unsere Brauereien mit Hefen von ge- 
eigneter enzymatischer Ausriistung arbeiten, dab aber unsere 
im grofien Mafistab angewandten Brennereihefen einen merk- 
wiirdigen Mangel an dem Enzym aufweisen, das fiir sie nach 
der bisherigen Anschauung unentbehrlich sein sollte. Alle, 
die Brauerei- und Brennereihefen, fiihren einen auberordent- 
lichen Ballast von unnétigen Enzymen mit. 

Um die Wirkung der Hefen auf Saccharose und auf Mal- 
tose zu vergleichen, bestimmen wir beide Reaktionen mit dem- 
selben Mafie und nur mit dem Unterschiede, dafi fiir Saccha- 
rase py = 4,3, fiir Maltase py = 6,8 eingestellt wird’). Die 


1) Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 (1920), und zwar S. 169. 
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Invertinwirkung wird hier also nicht mit dem von C. O’Sulli- 
van und F. W. Tompson und von H. v. Euler eingefiihrten 
Zeitwert') gekennzeichnet, der sich auf die Hydrolyse von 
25 com 16°%/ciger Rohrzuckerlésung durch 0,05 g Hefe bei 
15,5° bezieht, sondern sie wird unter den Bedingungen der 
Maltosespaltung mit dem ,,Vergleichszeitwert“ gemessen, d. i. 
durch die Hydrolyse von 25 ccm 4,75 °/eiger Rohrzuckerlésung 
mittels 0,5 g trockener Hefe bei 30°. 

Aus mehreren Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten 
ergeben sich etwas differierende Zahlen der Invertin-Vergleichs- 
zeitwerte, was darauf beruhen diirfte, dafi der Verlauf der 
Rohrzuckerinversion unter diesen Bedingungen weniger genau 
als bei 15,5? der von O'Sullivan und Tompson aufgestellten 
logarithmischen Kurve entspricht. 

Die zur Analyse dienenden untergirigen Brauereihefen 
verdankten wir den Betrieben der Aktienbrauerei zum Léwen- 
briu, der Brauerei zum Spaten, der Brauerei G. Pschorr (Pschorr- 
brau) und des Hofbriiuhauses. Auferdem zogen wir eine Rein- 
kultur von Frohberg-Unterhefe zum Vergleich heran, die uns 
durch die Freundlichkeit des Herrn Privatdozenten Dr. H. 
Liiers, Direktor der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei 
in Miinchen, zur Verfiigung stand. 

Kine Weinhefe (Afimannshauser) verdankten wir gleich- 
falls Herrn Direktor Dr. Liiers. 

Eine obergirige Weifbierhefe entstammte dem Weifibier- 
Brauhaus im Tal (Schneider und Sohn). 

Von den obergirigen Hefen der Brennereien haben wir 
zumeist die Rasse M untersucht, die gegenwirtig vom In- 
stitut fiir Garungsgewerbe in Berlin N, Seestrafie 13, allein 
vertrieben wird, und damit die Brennereiheferassen II und XII 
verglichen, die uns die Hefezuchtanstalt des Instituts freund- 
lichst zur Verfiigung gestellt hat. Eine dem Handel ent- 
nommene Kopenhagener Brennereihefe verdanken wir der Ge- 
falligkeit des Herrn Prof. Dr. Alfred Jérgensen. Kine 
Wiener Hefe wurde als ,garantiert reine Spiritus-PreBbhefe“ 


') S. die Zitate, Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 169 (1920). 
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bezogen aus der Spiritus- und Prefjhefenfabrik Stadlau Wol- 
frum A.-G. Die obergirige Hefe der Miinchner Backereien 
war ,reine Branntweinhefe“ der Sinner A.-G. in Karlsrube- 
Griinwinkel. 


In verschiedenen Brauereihefen bewegte sich der Quotient 
Zeitwert fiir Maltase 
Zeitwert fiir Invertin 


in engen Grenzen und betrug ungefihr 20. Nur eine Probe 
der Hefe aus dem Spatenbriiu, die auffallend arm an Maltase 
war, ergab eine bedeutende Abweichung. Allein in anderen 
Hefeproben desselben Betriebes war, wie sich in der voran- 
stehenden Arbeit iiber Maltase und 2-Glukosidase zeigte, der 
Maltasegehalt normal, sodaf} auch der Quotient dem gewéhn- 
lichen Verhaltnis entsprochen haben wird. 

Die Brauereihefen wiesen einander ahnliche Zeitwerte fiir 
Invertin auf, die sich zwischen 1 und 3 bewegen. Auch den 
Invertingehalt mehrerer deutscher Brennereihefen fanden wir 
ihnlich, vielfach niedriger bei der dsterreichischen, weit giin- 
stiger bei der dianischen Brennereihefe, die mit dem Ver- 
gleichszeitwert 0,52 fiir Invertin an der Spitze aller untersuchten 
Hefen stand. Sie miifite ein treffliches Ausgangsmaterial fiir 
Invertindarstellung sein. 

Viel bedeutender sind aber die Differenzen im Maltase- 
gehalt (Zeitwerte 13400 bis 29) und daraus ergeben sich die 
gréiten Ausschlige fiir den Quotienten. 

Die enzymreiche dinische Spiritushefe enthilt 5 bis 5 mal 
weniger Maltase (Zeitwert 160) als eine Miinchner Brauerei- 
hefe (Zeitwert 29 bis 52). Der diinischen steht die Berliner 
Brennereiheferasse XII im Maltasegehalt nahe, viel armer an 
Maltase ist die Rasse II (Zeitwert 740) und wieder vielfach 
irmer als diese aufgegebenen Rassen sind die Brennereihefe M, 
die Prefjhefe von Sinner und die Stadlauer Spiritushefe. 

Diese 3 Hefen, von denen allerdings nur die Hefe M ge- 
nau bezeichnet ist, sind entsprechend den Zeitwerten 3000 
bis 13000 entweder aiuferst arm an Maltase oder sogar frei 
von Maltase. Die Maltasewirkung ist nimlich gewifi noch zu 
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Tabelle 1. 
Invertin- und Maltasewirkung verschiedener Hefen'). 
Invertin Maltase 
Hefe (Trocken-] Ver- | Dreh- Zeit Ver- | Dreh- Zeit Quotient der 
Leit- heit- 
gewicht in °/,)|suchs-| ungs- suchs-| ungs- Zeitwerte 
, wert , wert 
zeit | abn. zeit | abn. | 
Léwenbriu | 
13. VII. 20 30 3,76 | 1,62 | 30 | 2,40 | 29 17,9 f 
(22,7) | | 
Lowenbriu | | 
1. XII. 20 20 2,11 | 2,30] 32 2,85 | 82,5 144 
(22,7) 40 | 3,48 | 223] 65 | 3,20} 32,5 - 
Hofbrau 
3. XII. 20 20 | 2,21} 23881 40 2.16 | 52 997 
(24,2) 35 | 3,58 | 2,16] 96 | 320) 51 re 
Spatenbriu | | 
6. XII. 20 20 2,84 | 1,69] 60 | 1,40 | 195 Anf 145 
(23,7) 40 | 4,80 | 149] 180 | 2,86 | 125 | “HNAaneew. 
Pschorrbrau | | 
7. XII. 20 20 3,26 | 1,49 
(25,2) 40 | 5.29 | 1.29] 89 | 840) 29 20,9 
Frohberg- 
Unterhefe, 
Reinkultur | | 
4, 11. 21 30 3,32 | 2,04] 90 | 2,92] 58 28,5 
(23,6) | | | 
| | | 
Weifbriu Tal | 
13. XII. 20 21 1,71 3,30] 40 1,95 | 65 20.4 
(24,0) 30 2,42 | 3,15] 80 2,65 | 66 : 
Weinhefe | 
ABmannsh. 
4, 11. 21 | 90 1,43 | 320 
(27,0) 30 3,96 | 2,08 160 2'09 | 250 Anfangsw.194 























') Die Versuche sind bei Invertin mit 0,55 g feuchter Hefe und 
bei Maltase mit 4,4 g feuchter Hefe in 100 ccm Flissigkeit ausgefiihrt. 








L5 





Uber die Garwirkung maltasearmer Hefen. 


217 


















































Invertin Maltase 
Hefe (Trocken-| Ver- | Dreh- ; Ver- | Dreh- a Quotient der 
ee Zeit- Zeit- i 
gewicht in °/,)|suchs-| ungs- suchs-| ungs- | Zeitwerte 
pel wert ; | wert 
zeit | abn. zeit | abn. | 
| | 
Brennerei- 
hefe M | 
23. XII. 20 40 |; 2,10 | 4,96 160 | 0,25 | 3500 > 700 
(24,3) | 
| | 
Brennerei- 
hefe M | 
12. 1. 21 22 | 1,66 | 3.66 | 
(24,5) 39 271 | 3.61 450 | 1,00 | 2600 > 700 
Brennerei- | 
hefe M 
26. I. 21 39 3,21 | 2,60 210 | 0,08 | 13400 > 5000 
(22,2) 
Brennerei- | 
hefe M 
7. Ill. 21 — — — 340 | 0,25 | 8100 a 
(22,3) 1740 | 1,08 | 8100 
Brennereihefe 
Rasse II | 
12. II. 21 29 | 1,86 | 5,05 | 1501 1.34 740 150 
(34,2) 60 | 3,80! 4,89 ie 
Brennereihefe 
Rasse XII 100 171 | 230 
26. Il. 21 ‘ ¢ ) i,él | 
“an 27 | 4,44 | 1,22] 459 2:48 159 | Anfangsw.290 
Spiritushefe 
grep 100 | 0,14 | 4400 
25. UI. 21 ‘ ‘ ’ - 
30°3) 55 | 154/122 | 400 | 0,24 | 12400] 400—1000 
Branntwein- | 
hefe Sinner 
§. Til. 21 45 3,01 | 3,34 103 | 0,24 | 8000 > 900 
(28,0) | 
Brennereihefe | 
Kopenhagen 
21.11. 21 77 | 1,65 160 
(21.6 14 4.58 | 0,52 204 | 2'69 160 320 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXY. 15 
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hoch gefunden worden. In den iiblichen Bestimmungszeiten 
war gar keine Maltasewirkung zu beobachten. Daher mufiten 
die Beobachtungen auf viel gréfiere Zeiten, als der Bestimmungs- 
methode entspricht, ausgedehnt werden. Auch dann fiel der 
Umsatz noch in den allerersten Teil der Reaktionskurve und 
schritt nicht weiter. Und in eben diesen Hefen erwies sich 
das Zymasesystem derart widerstandsfihig, daf} auch durch 
den bei der Bestimmung iiblichen Zusatz von Essigester die 
Girung nicht ausgeschaltet werden konnte. Es empfiehlt sich, 
in solchen Fallen die Essigestermenge zu verdoppeln, auf 2 ccm 
fir 11 g Hefe. Dann wird die Girung wenigstens soweit 
unterdriickt, dafi keine sichtbare Kohlensiiureentwicklung mehr 
erfolgt. 

Die in diesen Fallen angegebenen geringfiigigen Maltase- 
wirkungen sind also mindestens zum Teil nur scheinbare, von 
der Maltosegiirung vorgetaéuscht. Ubrigens ist es fiir die in 
den niichsten Abschnitten gezogenen SchluBfolgerungen ohne 
Belang, ob diese maltosevergirenden Hefen frei oder fast frei 
von Maltase sind. 


ll. Geschwindigkeit der Vergarung von Maltose. 


Die Literatur iiber Girung ist zu arm an quantitativen 
Angaben, die den Verlauf der Vergarung verschiedener Zucker 
durch verschiedene Hefen vergleichen. Die ‘ vorliegenden 
quantitativen Beobachtungen betreffen teils, wie viele der 
wichtigen Messungen von A. Slator’), die Anfangsgeschwin- 
digkeit der Girung, teils den Betrag der im ganzen entwickel- 
ten Kohlensiure, vielfach auch die willkiirlich definierte Trieb- 
kraft und Girkraft, aber zu wenig den zeitlichen Verlauf der 
Garung der einzelnen Zucker, der zur Kennzeichnung der 
Hefen geeignet wire. Von verhiltnismifiig untergeordneter 
Bedeutung ist es dabei, welchen analytischen Weg man zur 
Kohlensdiurebestimmung wihlt, ob Wagung, Volummessung, 
mafianalytische Bestimmung, Druckmessung, interferometrische 
oder kalorimetrische Messung. 

Die dfters angewandte Beobachtung im Schrétter- oder 





1) Journ. Chem. Soc. Bd. 89, S. 128 (1906) und Bd. 93, S. 217 (1908). 
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Einhorn-Saccharometer ist ungenau und kann irrefiihren. Z. B. 
zeigte die Brennereihefe M (12. Jan.) ohne oder mit Niahr- 
lésung in 5°/oiger Maltoselésung in 24 Stunden keine CO,- 
entwicklung. Eine andere Probe (26. Jan.) gab ohne Niahr- 
lésung in 20 Stunden 0 cem CO,, mit Nahrlésung in 7 Stunden 
0,2 ccm, wihrend in derselben Zeit aus Saccharose 4,2 ccm 
entbunden wurden. Bei der quantitativen Bestimmung wird 
sich im folgenden ein ganz anderes Bild fiir das Garvermigen 
dieser Hefen ergeben. Kiner der Fehler bei der Beobachtung 
im Girréhrchen, aber nicht nur in diesem, besteht in der An- 
wendung von Zuckerlésungen, die nicht zuvor mit Kohlen- 
siure gesittigt sind. Der Beginn einer Girung entzieht sich 
dadurch der Beobachtung. Und bei sehr schwacher Girung 
kann infolge der Diffusion von Kohlensiiure aus der Lésung im 
offenen Schenkel sogar der ganze Verlauf unmerkbar werden. 

Um die Hefe durch quantitative Angaben iiber ihr Gir- 
vermégen zu kennzeichnen, sind zum Vergleich geeignete Be- 
dingungen aufzustellen. Fiir den in dieser Arbeit begonnenen 
Vergleich zwischen Spaltungsvermégen und Girvermégen der 
Hefen gegeniiber verschiedenen Zuckern ist es von Nutzen, 
aus den Ergebnissen eines Girversuches eine Zahl hervorzu- 
heben, die dem .,Zeitwert“ der Hefe fiir Saccharase und Mal- 
tase analog ist und die als ,Halbgarzeit* bezeichnet werden 
soll. Halbgiirzeit fiir eine bestimmte Temperatur ist die Zeit, 
in der durch Vergiirung unter gewissen Bedingungen die Hilfte 
der theoretisch méglichen Kohlensiiuremenge entbunden wird. 
Die Halbgirzeit ist also durch die entwickelte Kohlensiure 
bestimmt, nicht durch den verbrauchten Zucker. Die Menge 
des letzteren betrigt mehr als 50°. Bei vielen Versuchen, 
in denen die Restlésungen nach Auffangen von 50°/o Kohlen- 
sdure untersucht wurden, war in ihnen merklich weniger als 
50°/o des Zuckers vorhanden. 

Die Bedingungen der Girung sind: 20 cem 5°/oige Lésung 
von Glukose, von Maltosehydrat u. a., oder 4,75°/oige von 
Rohrzucker; die 0,2 g trockener Hefe') entsprechende Menge 





') Einige der ersten Versuche sind mit der halben Hefemenge aus- 
gefiihrt. 
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frischer Hefe; Sattigung der Lésung mit Kohlensidure bei der 
Versuchstemperatur; Anwendung von Nihrstoffen; konstante 
Temperatur; gelindes Schiitteln des Girgefifies. 

Die Halbgiirmenge der Kohlensiure betragt bei Zimmer- 
temperatur (20°) und 720 mm Druck: 144 ccem?). 

Um die Zeiten der halben Hydrolyse und der halben Ver- 
girung zu vergleichen, braucht man nur den Zeitwert der Hefe, 
z. B. fiir Maltase, der sich auf 1 g trockene Hefe in 50 ccm 
5°/oiger Maltose Lésung bezieht, mit 2 zu multiplizieren, was 
erlaubt ist, da die Zeiten gleicher Maltosespaltung sich um- 
gekehrt wie die Fermentmengen verhalten. 

Als Niahrstoffe verwenden wir auf 0,2 g wasserfreier 


Hefe: 
0,25 ¢ KH,PO, 
0,2 g Acetamid oder 0,25 g Pepton 
0,025 g MgSO,-7 H,O und 
0,01 g CaSO,-2 H,O. 


Fiir gewisse Vergleiche wird man dafiir Sorge tragen miis- 
sen, daf} die Hefen auch unter vergleichbaren Bedingungen zur 
Untersuchung angewandt werden, soweit als méglich in ahn- 
lichem physiologischem Zustand, naimlich nach gleicher Vor- 
behandlung, Ernihrung, Lagerung. Die Vermehrung der Hefe 
im Giirversuch, die manchmal zu beriicksichtigen sein wird, 
konnte bei den nachfolgenden Versuchen auber Betracht bleiben. 

Das standige, gelinde Schiitteln des Garkélbchens fiihrten 
wir erst im Laufe unserer Versuche ein, es fehlte in den ersten 
nachstehenden Girproben. Wenn man es unterliBt, wird die 
Girgeschwindigkeit, wenigstens bei rascher Giirung, durch den 
Diffusionsvorgang limitiert, indem die Verarmung an Kohle- 
hydrat in der die Hefe umgebenden Schicht, namentlich wenn 
sich die Hefe durch Absitzen von der Lésung absperrt, eine 
Verzégerung der Girung bewirkt. 

Als Beispiel sei die Vergiirung von Maltose bei 30° durch 
Bierhefe ohne und mit Schiitteln angefiihrt. Im ersten Fall 
betrug die Halbgirzeit 112, im zweiten 80 Minuten. Bei Giir- 


') Auf diese Bedingungen beziehen sich alle folgenden Volumen- 
angaben. 
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versuchen mit Schiitteln wird, wie Figur 1 zeigt, die Beziehung 
zwischen Zeit und Girung annaihernd durch eine Gerade aus- 
gedriickt bis zur Entbindung von 80°/o der Kohlensiure, dann 
tritt scharfe Verlangsamung ein. 

eee a a, ee ee. 2 3 17 


la 


Ohne Schiittehn com 30 75 119 151 195 247 (= 86°) 
Mit Schiittehn com 53 111 160 204 239 246 (= &6°/,). 

Das Schiitteln bewirken wir mit einem Exzenter, den eine 
Wasserturbine oder ein kleiner Motor bewegt?). 

Die Kohlensiurebestimmung fiih- 
ren wir volumetrisch aus, indem wir 
aus kleinen Gasometern Quecksilber ”) 
verdrangen und in Mefizylinder ab- 
fliefen lassen. 

Der Gasometer (Figur 2) besteht 
in einer umgedrehten, mit einem 
Gummistopfen durch Drahtlgatur 
verschlossenen Saugflasche A. Sie 
ist durch einen Druckschlauch mit 
dem beweglichen Glasrohr B verbun- 
den, von dem ein nach unten um- 
gebogenes Ablaufrohr abgezweigt ist. Figur 1. 

Durch den Gummistopfen ist das mit — Einflu8 des Schiittelns. 
einem Glashahn versehene Rohr C bis 

ganz oben in den méglichst vollstandig mit Quecksilber gefiillten 
Gasometer eingefiihrt. Das obere Ende der Glasréhre muS 
zur Seite, links in der Figur, gebogen sein, damit, wenn ein- 
mal Quecksilber hineingelangt, dieses durch Neigen des Appa- 
rates durch den Hahn abgelassen werden kann. Der Apparat 
wird durch B mit Quecksilber gefiillt; er wird, wahrend der 
Hahnstopfen entfernt ist, mit dem Girkolben verbunden. Der 
Druck andert sich beim Auffangen der Kohlensaiure betracht- 

















') Ahnlich wie bei Hydrierungen mit Platinmohr, siehe z. B. R. Will- 
stitter und E. Sonnenfeld, Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 46, S. 2952, 
und zwar 8S. 2955 (1913). 

*) Auffangen iiber Wasser mit einer Schicht von Erdél (M. Hayduck, 
Priifung der Prefhefe auf Giarkraft, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 1882, 
226) ist nicht genau genug, da beide Flissigkeiten Kohlensiure absorbieren. 
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liche Zeit nur wenig, spiter wird er durch Neigen des beweg- 
lichen Rohres B ausgeglichen. 
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Die Brennereihefen M und II bei 18°. 


Brennereihefe M (26. I. 21), 0,1 g trocken, mit Saccharose und Maltose, 
18°, ohne Schiitteln. 


Im Maltoseversuch traten in den ersten 5 Stunden nur 
Spuren CO, auf, die Halbgirzeit betrug 35 Stunden, doppelt 
soviel als fiir Saccharose. 


Vergleich der Anfangsstadien (siehe Figur 3). 
Minuten 80 300 450 575 710 850 ~§=1000 
Saccharose 2 25 50 70 93 112 145 ccm 
Maltose — — 3 4. 8 16 30 ccm 
































of 


0 : =. * = - = 2 a. wee 
Figur 3. Girung durch Hefe M, 1. Abschnitt (12°). 
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Maltosegirung bis zum Halbwert (Figur 4). 


Stunden 7'/, 12 14 25 28 33 
ccm <1 8 16 74 98 143 


Die angewandte Hefe hitte nach ihrem scheinbaren Mal- 
tasezeitwert (13400) bei 30° in 33 Stunden nur 6°/o Maltose 
hydrolysiert, wahrend in derselben Zeit unter den ungiinstigeren 
Bedingungen bei 18° 50°/o vergoren wurden. 


Brennereihefe II (12, II. 21), 0,2 g trocken, mit Saccharose uud Maltose, 
18°, ohne Schiitteln. 


Die Wirkung auf Rohrzucker ist ahnlich, das Verhalten 
gegen Maltose ein anderes als bei M. Die Girung setzt viel 














Figur 4. Figur 5. 


Girung durch Hefe M (18°). Girung durch Hefe II (18°). 
rascher ein, der Halbgiirzeitwert ist aber nicht giinstiger, da 
die Girkurve gleichmabiger ansteigt. (Figur 5.) 


Minuten 145 240 335 420 590 975 
Saccharose 17 38 73 108 145 205 ccm 
Maltose 4 9 23 45 83 144 ccm 


Die Hefe ist zwar maltasearm, aber sicher maltasehaltig. 
[hr Maltasezeitwert (740) konnte zuverlissig bestimmt werden; 
die Garung hat dabei keine Rolle gespielt und die Hydrolyse 
ist nicht wie bei den maltaseirmsten Hefen stehengeblieben. 

Die Hilfte der Maltose wire bei 30° und optimalem py 
in 241/, Stunden hydrolysiert worden, wihrend bei 18° ihre 
Vergirung 16 Stunden erforderte. 
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Brauereihefe und Brennereihefen, bei 30°. 
Hefe M (26. 1.), 0,1 g trocken, mit Saccharose und Maltose, 30°, ohne 
Schiitteln (Figur 6). 
Minuten 30 90 160 270 380 450 600 780 


Saccharose 3 22 54 104 148 161 £183 £220 ccm 
Maltose ci ~4 3 16 39 58 98 143 ccm 
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Figur 6. 


Hydrolyse und Girung von Saccharose und Maltose durch Hefe M (30°). 


Unter gleichen Bedingungen erfordert die Hydrolyse 
von 50°/o Rohrzucker 10 Minuten, die Vergiirung 6 Stunden, 
die Hydrolyse von 50°/o Maltose 900 Stunden, die Vergiirung 
13 Stunden. 


Hefe II (12. IL), 0,2 g trocken, mit Saccharose und Maltose, 30°, ohne 
Schiitteln (Figur 7). 


Minuten 30 «660 «6©900)6=«6©120)6«6©6150)— S180) 3360~—s«615 

Saccharose 3,5 15 29 44 58 77 150 222 ccm 

Maltose ] 6,5 15 25 36 46 94 142 ccm 

Fiir den Rohrzucker ist das Verhialtnis zwischen Hydro- 
lysen- und Girzeit dasselbe wie im letzten Beispiel; fiir 50°/o 
der Maltose wiirde die Hydrolyse 2'/, mal soviel Zeit er- 
fordern als diese Vergiirung. Wéahrend die Hefe M und II 
bei 18° den Rohrzucker gleich rasch vergiren, wirkt bei 30° 
die Rasse II langsamer, der Temperaturkoeffizient der Girung 
ist hier ungiinstiger, daher erfordert die Vergiirung von 50°/o 
Rohrzucker durch die doppelte Menge Hefe II dieselbe Zeit’ 
wie durch M. 
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Bei der Maltose ist in Anbetracht des langsamen Girungs- 
anfangs nicht zu erwarten, dab die doppelte Hefe in der halben 
Zeit vergirt. In der Tat ist die Maltosevergirung durch Hefe 
II bei 50° im Vergleich zur Wirkung bei 18° und zu der von 
M ungiinstig. 

Aus diesen Girversuchen, in denen die Bedingungen noch 
nicht die giinstigsten und nicht wie im folgenden Abschnitt 
gleichmifig waren, sollen keine weitgehenden Schliisse gezogen 





























6 St 
Figur 7. 
Vergleich der Giarung durch Brennereihefe I! und Bierhefe. 


werden, die Beispiele diirften aber schon die Verschiedenheit 
der Hefen bei der Vergirung der beiden Zucker kennzeichnen. 
Die Hefe If erscheint als verhaltnismifig ungiinstig fiir Garung 
in der Wirme. 


Liwenbriuhefe (18. II.), 0,2 g trocken, 30°, ohne Schiitteln (Figur 7). 
Minuten 30 60 90 120 150 180 270 24 Std. 
Saccharose 22 54 8&8 118 189 156 200 260 ccm (= 90°) 
Maltose 19 70 108 142 167 187 224 258 cem (= 90°,) 
Die Maltose wird durch die Bierhefe rascher vergoren 
als Rohrzucker, dieser doppelt so rasch als durch Rasse II. 
Unter gleichen Bedingungen erfordert die Hydrolyse von 50°/o 
Saccharose ungefiihr 5 Minuten, die Vergirung 2'/, Stunden; 
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die Hydrolyse der halben Maltose 1 Stunde, die Vergiérung 
ohne Schiitteln 2 Stunden, mit Schiitteln 80 Minuten. 


Brauereihefe und Brennereihefen bei 30° unter 
Schiitteln. 


Unter den endgiiltigen Bedingungen der Halbgiarbestimmung 
wurde die Maltosegirung durch Brauereihefe und durch die 
uns zugiinglichen Brennereihefen verglichen, also durch Hefen 
von hohem, niedrigem und spurenweisem Maltasegehalt (Ta- 
belle 2 und Figur 8). Die Halbgirzeiten liegen weit aus- 
einander. Die Léwenbriauhefe erforderte 80 Min., die Brennerei- 
hefen 3fache bis 15fache Zeit. Wenn von der Bierhefe der 
Malzzucker zur Halfte vergoren ist, hat die Giarung bei den 
die Maltase entbehrenden Hefen noch nicht begonnen. Wenn 
die Bierhefe iiber 80°/o vergoren hat, erreicht die Gérung bei 
der Prefihefe von Sinner 2, bei der 6sterreichischen Spiritus- 
hefe 1°/o. Wenn die Rasse XII 80 cem Kohlensiure entwickelt 
hat, ist aus der Girung mit Hefe M erst 1 ccm entbunden. 


Tabelle 2. 


Bestimmung der Halbgirzeiten von Bier- und Brennereihefen 
fiir Maltose bei 30°. 








ae > : Dinische Brennerei- : . rs 
Liwen- |brennerei- Ccmimiall kuin SA Sinner- | Wiener 
a aes a 3reunerei-} hefe 
briuhefe | hefe XII hefe 7. II. hefe Hefe 
ccm ccm ccm com ccm: ccm 
7. 53 13 15 - — —- 
1 111 35 27 -— — — 
2 204 80 61 1 1 >| 
3 238 129 97 28 6 3 
4 _ 169 132 51 11 8 
6 — 215 , 196 97 33 18 




















Die folgende Zusammenstellung vergleicht die Zeiten der 
halben Gadrung und der halben Hydrolyse. Bei den maltase- 
haltigen, aber maltasearmen Hefen (Rasse XII und dinische 
Hefe) kommen die Halbgirzeiten den Zeiten der halben Hydro- 
lyse nahe. 
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Figur 8. Bestimmung der Halbgiirzeit fiir Maltose bei 30°. 
5 is >| 
Léwen- | Brennerei- eat Brennerei-| Wiener 
briuhefe | hefe XII]... | hefe M Hefe 
hefe 
Halbe Hydrolyse 60 Anfangsw. 320 16000 | 25000 Min. 
760 
Endw. 300 
Halbe Girung 80 204 254 486 1200 Min. 














ill. Direkte und indirekte Maltosegdrung. 





Fiir Maltcose und andere Polysaccharide aufier Rohrzu cker 
nahm man friiher direkte Vergirbarkeit an. Die Untersuch ungen 
von E. Fischer und P. Lindner’) haben indessen zu der 
Anschauung*) gefiihrt, ,daf} jeder Mikroorganismus, welcher 
ein Polysaccharid zu vergiren vermag, auch ein die Spalt ung 
dieses Polysaccharids auslésendes Enzym enthalt, und dafi die 
Vergiirung immer erst indirekt — d. h. nach primar erfolgt er 
Zerlegung in giarfihige Monosaccharide — erfolgt*. Diese 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges, Bd. 28, S. $984 und 3034 (1895); E. 
Fischer, Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 60 (1898) und zwar 8. 72. 

*) V. Meyer und P. Jacobson, Lehrbuch der organischen Chemie, 
2. Auflage, Bd. I, 2. Teil (1918), S. 1001. 
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Annahme wird als bewiesen betrachtet'). Fiir die Maltose 
spricht sie E. F. Armstrong’) folgendermafien aus: ,,Maltose 
is fermented only by those yeasts which contain maltase, 
and then not uniil inversion has been brought about by the 
enzyme.“ 

Aus den obenstehenden Beobachtungen ergibt sich, daf 
die Maltase auch ohne vorangehende Hydrolyse vergirbar 
ist. Ebenso lifit sich, wie in einer demniachst zu verdffent- 
lichenden Untersuchung von R. Willstaitter und Ger- 
trud Oppenheimer gefunden wurde, Milchzucker direkt 
vergaren. 

Bei der Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der Maltose- 
girung begegnen wir dreierlei Fallen. Durch Miinchner 
Brauereihefe wird die Maltose rascher oder gleich rasch wie 
Rohrzucker vergoren, die 50°/oige Hydrolyse der Maltose ver- 
liuft hier etwas rascher als die Gaérung. Die maltasearmen, 
aber sicher maltasehaltigen Brennereihefen, die Hefen II und 
XII des Berliner Instituts fiir Gérungsgewerbe und die dinische 
Hefe, bewirken hingegen Halbgiirung der Maltose etwas rascher 
als die halbe Hydrolyse. Die praktisch maltasefreien Bren- 
nereihefen endlich, nimlich die Berliner Hefe M und zwei 
dem Handel entnommene, vergiiren die Maltose in Zeiten, in 
denen die Hydrolyse gar keine Rolle spielt. 

Durch diesen Vergleich der Gar- und Hydrolysengeschwin- 
digkeit wird bewiesen, dali gewisse Hefen, und zwar fiir die 
Vergiirung der Maltose im grofjen Mafistab angewandte, die 
Maltose ausschlieflich direkt vergiren. 

Wiihrend bei den praktisch maltasefreien Hefen die Ver- 
girung auffallend langsam einsetzt, ist bei den Brennereihefen 
mit niedrigem Maltasegehalt der Garbeginn rasch und der 
zeitliche Verlauf gleichmafiger. Die Beobachtungen sprechen 
dafiir, daf} hier die Spaltung des Zuckers durch die Maltase, 


*’ Auch quantitative Beobachtungen an maltasearmen Hefen liefien 
sich bisher damit in Kinklang bringen, vgl. A. Slator (a.a.0O.) und beson- 
ders H. Euler und G. Lundequist, Diese Zeitschr. Bd. 72, 8. 97 (1911). 

2 ) The simple Carbohydrates and the Glucosides, 3. Ed., London 1919, 
S. 102. 
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also die indirekte. Girung, der direkten zu Hilfe kommt. 
Direkte Girung ist auch bei diesen Hefen nach dem Ver- 
haltnis der Geschwindigkeiten von Spaltung und Girung an- 
zunehmen. 

Selbst bei der maltasereichsten, Maltose sebr rasch ver- 
giirenden Bierhefe, laBbt die Geschwindigkeitsmessung darauf 
schliefien, daf} direkte Vergirung der Maltose neben der in- 
direkten erfolgt. Wiahrend nimlich bei dem halben Umsatz 
die Hydrolyse noch der Girung etwas vorauseilt, kehrt sich 
dieses Verhiltnis bei weiterem Fortgang der Girung bald um. 
Die Girgeschwindigkeit wird bis iiber 80°/o Vergirung an- 
nihernd durch eine Gerade ausgedriickt, die Kurve der Hydro- 
lyse fallt aber stark ab. Die Giarung wird also nicht durch 
die Hydrolyse limitiert. 








Hydrolyse Garung 
50°/, 60 80 Min. 
80°, 250 140 Min. 








Voraussetzung dieser Betrachtungen ist die Zuverliassig- 
keit unserer Maltasebestimmung. Wahrend Invertin nach einem 
grofien Beobachtungsmaterial sicher bestimmt werden kann, ist 
die Maltasebestimmung dadurch riickstiindig geblieben, da die 
Bildung von Siiure beim Abtéten der Hefe und die geeignete 
Wasserstoffionenkonzentration nicht beriicksichtigt wurde. Nach 
dem analytischen Verfahren, das auf der raschen Verfliissigung 
der Hefe durch Essigester, Neutralisation der entstehenden 
Saiure und Einstellung der fiir die Maltase optimalen Wasser- 
stoffzahl beruht, wird die Bestimmung der Maltase mit der 
nimlichen Sicherheit und Genauigkeit ausfiihrbar, wie die des 
Invertins. 

Ob nicht bei den maltasearmen Hefen vielleicht doch in 
der Maltasebestimmung eine Unsicherheit enthalten ist, priifen 
wir durch Untersuchung der Hefe nach Vergirung der Maltose, 
ferner durch Maltasebestimmung in getrockneten Hefen und 
in ihren Ausziigen. 
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Die maltasearmen Hefen kénnten eine Vorstufe, ein Zymogen 
der Maltase, enthalten und daraus im Laufe der Gairung Maltase 
bilden. Allein auch am Ende der Garung war der Maltasegehalt 
nicht gréfier. 

Die Hefe M (12. I.) bewirkte unter den Bedingungen der Maltase- 
bestimmung (0,5 g Hefe [Trockengewicht], 50 ccm) in 450 Minuten Drehungs- 
abnahme von 1,00° entsprechend 15,6°/, Spaltung und einem Zeitwert von 
2600. Nachdem 2 g feuchte Hefe 5 g Maltose in 24 Stunden zu iiber 
90 °/, vergoren hatten, wurde die Hefe abgesaugt, gewaschen und in der 
iiblichen Weise wieder bestimmt. Nun betrug die Drehungsabnahme 
(0,45 g trockene Hefe, 50 cem) in 100 Minuten 0,20° entsprechend 3,1 °/, 
Spaltung und einem Zeitwert von 3300. 

Die Stadlauer Prefihefe (25. IL.) bewirkte (0,6 g trockene Hefe, 
50 ccm) in 400 Min. eine Drehungsabnahme von 0,24° entsprechend 3,9 °/, 
Spaltung und einem Zeitwert von 12400. Wir liefien durch 0,88 g feuchte 
Hefe 1 g Maltose in 21 Stunden zu 73°/, vergiiren und wiederholten mit 
der zuriickgewonnenen Hefe die Maltasebestimmung. In 170 Minuten be- 
trug die Drehungsabnahme (0,24 g, 50 ccm) 0,06° entsprechend 1°/, Spal- 
tung und einem Zeitwert von 10000. 

In lufttrockenem Zustand priiften wir die Hefe M (vom 26. I.), deren 
Zeitwert 13400 betrug. Die feingemahlene Hefe rief bei Gegenwart von 
Toluol in 15 Stunden und 20 Minuten (1 g, 50 cem) Drehungsabnahme von 
1,52° hervor, entsprechend einer scheinbaren Spaltung von 23,7°/,, und 
einem Zeitwert von auch nur 7000, der aber durch Girung vorgetiuscht 
war. Denn die Bestimmung mit Fehlingscher Lésung bewies, dafi kein 
Zuwachs an reduzierendem Zucker eingetreten, sondern dai ungefihr 
19°/, Maltose vergoren waren, wihrend sich aus der Drehungsabnahme 
bei der Maltasebestimmung ein Verlust von 14°/, Maltose berechnen 
wiirde. 

Aus dieser Trockenhefe gewannen wir nach dem .Neutralisations- 
verfahren einen Auszug; zwei Maltasebestimmungen ergaben in 46 Stunden 
1,00 und in 38 Stunden 0,94° Drehungsabnahme entsprechend 15,6 und 
14,7°/, Spaltung und Zeitwerten von 13800 und 12100. In den beiden 
Fallen bestitigte die Zuckerbestimmung (gef. durch Reduktion 16 und 
15°/, Spaltang), daB wirklich Maltosespaltung, nicht wieder nur Vergaérung 
eingetreten war. 


Bei der Maltosegirung durch die Maltase entbehrenden 
Hefen ist weder unter der Voraussetzung, daf} indirekte noch 
‘da® direkte Vergiirung erfolgte, das Auftreten von Glukose 
in der girenden Liésung zu erwarten. In der Tat ist auch 
keine Glukose in den Restlésungen bei unterbrochener Girung 
aufgefunden worden. Es hat sich gezeigt, daf} viel Girungs- 
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zwischenprodukt darin vorkommt, dessen Natur mit der Hefe 
und den Garbedingungen zu variieren scheint. 

Bei einer Girung mit der ésterr. Prebhefe wurden 73°/, der theo- 
retischen Kohlensiuremenge aufgefangen. Dann enthielt die Restliésung 
anstatt etwas mehr als 20°/, der Maltose nach der polarimetrischen Be- 
stimmung nur noch 3,2, nach der Bestimmung mit Kupferlisung 4,9°/, 
Maltose. Die letztere Zahl ist wohl durch reduzierend wirkendes Zwischen- 
produkt erhéht. Berechnete man die polarimetrische und die Reduktions- 
bestimmung auf Glukose, so wiirde sich 7,8°/, (polarimetrisch) und 2,6°/, 
(durch Reduktion) ergeben, viel zu weit differierende Werte. 

Bei einer Maltasebestimmung mit dieser Wiener Hefe trat trotz der 
Anwesenheit von Essigester deutliche Girung ein. Nach der polarimetri- 
schen Bestimmung waren nach 17 Stunden noch 49°/, der Maltose iibrig, 
nach der Analyse mit Fehlingscher Lésung nur 42°/,. 

Bei einer unterbrochenen Girung mit der Hefe M war dagegen das 
Reduktionsvermégen der Girungsrestlésung erheblich grifer als der polari- 
metrische Wert. Nach Auffangen von 44°/, des theoretischen Kohlen- 
dioxyds entsprach das Drehungsvermégen der Restlisung einem Gehalt 
von nur 39,4 (statt tiber 50) °/, Maltose. Wiirde man den Restzucker 
nach dem Drehungsvermégen als Glukose berechnen, so kime man zu 
97°/, des zur Girung angewandten Malzzuckers in Form von Glukose. 
Die Analyse der Restlésung mit Fehlingschem Reagens stimmte fir 
einen Gehalt von 50°/, Maltose; der zu hohe Wert diirfte durch reda- 
zierend wirkendes Girungszwischenprodukt zu erkliren sein. 


IV. Zur enzymatischen Eigenart der Hefen. 


Die maltasefreien oder praktisch maltasefreien Hefen, mit 
denen wir uns befafiten, haben in den Brennereien grofie Be- 
deutung erlangt. Wenn man ihren enzymatischen Wert analy- 
siert, ist es schwer begreiflich, welchen Umstiinden sie die 
angenommene Uberlegenheit verdanken mégen. 

Die Brennereihefe M des Berliner Instituts fiir Garungs- 
gewerbe wird in Mircker-Delbriicks Handbuch der Spiritus- 
fabrikation ') neben den Rassen II und XII zu den besten Zuchten 
gezihit. Sie wird als eine sogenannte ,,Mischhefe“ bezeichnet, 
.d. h. als Aussaat fiir ihre Gewinnung im grofen dient in 
der Hefenzuchtanstalt ein Gemisch von 5 im Laboratorium in 
Reinkultur geziichteten Heferassen, von denen jede bei niherem 
Studium wertvolle Eigenschaften gezeigt hat‘. 


') 9, Auflage, Berlin 1908, S. 578. 
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Nach G. Ellrodt') ist die Hefe M eine von W. Henne- 
berg aus 5 Rassen zusammengestellte Mischung, worin Rasse II, 
die von P. Lindner aus der Betriebshefe der Brennerei zu 
Gronowo rein geziichtet wurde, und Rasse XII, die Matthes 
rein geziichtet hat, enthalten sind. 


Die wesentliche Verschiedenheit der Hefe M im Maltase- 
gehalt gegeniiber den Rassen II und XII ist mit dieser Angabe 
schwer in Kinklang zu bringen. Ks scheint, dal} die Rassen II 
und XII in der Mischung unterdriickt worden sind. 


In W. Hennebergs_ ,Girungsbakteriologisches Prakti- 
kum‘ *) ist nur angegeben, dafi die Hefe M aus 5 verschiedenen, 
sehr giirkraiftigen Rassen bestehe, ohne dafi die Komponenten 
genannt werden. 


Der Vergleich der untergiarigen Bierhefe, z.B. aus dem Liéwen- 
brau in Miinchen, mit den untersuchten obergirigen spricht nicht 
zugunsten der ausgewahlten Brennereihefen, deren enzymatischer 
Apparat zu drmlich erscheint. In bezug auf Girwirkung und 
Vollstindigkeit der Vergirung auch bei Gegenwart von Alkohol 
ist die Bierhefe jenen Oberhefen iiberlegen. 


Wir verglichen den Einfluf} eines Gehalts von 10 Volum- 
prozent Alkohol auf die Vergiirung von Maltose durch Liwen- 
briuhefe und durch die Heferasse Hl. Die Garwirkung der 
Brennereihefe war viel stiirker gehemmt. 


Liwenbrauhefe (0,88 g feucht — 0,2 g trocken) mit Nihrstoffen; 
20 ccm 5°/,ige Maltose, enthaltend 2.ccm Alkohol. 30°. 








o ohne Alkohol mit Alkohol 
Stunden 
ccm ccm 
iy 9) 18 
18?/, 240 126 
40 — 132 











1) ,Spiritusfabrikation‘ in R. O. Herzog, Chem. Technologie der 
organischen Verbindungen, Heidelberg 1912, 8. 312. 
*) Berlin 1909, 8S. 413. 
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Brennereihefe II (0,88 g feucht = 0,3 g trocken) mit Nahrstoffen; 
20 ccm 5°/,ige Maltose, enthaltend 2 ccm Alkohol. 30°. 











" ohne Alkohol mit Alkohol 
Stunden 
ccm ccm 
ry, 18 1 
18?/, 295 22 
40 — 32 








Fiir die Systematik der Hefen hat schon E. Chr. Hansen’) 
nachdriicklich das Verhalten gegen die verschiedenen Zucker- 
arten herangezogen, also den Gehalt des Pilzes an bestimmten 
zuckerspaltenden Enzymen. Als systematisches Prinzip schien 
dieser Gesichtspunkt ungeeignet zu sein, als Dubourg?) an- 
gab, dafi invertinfreie Hefe beim Gewéhnen an Rohrzucker 
Invertin bilde, und dal Galaktose nicht vergirende Hefe durch 
Anpassung zum Vergiren dieses Zuckers gebracht werden kénne. 
Indessen hat eine sorgfiltige Nachpriifung von A. Klécker *) 
diese von Duclaux*) betonten Angaben tiber Gewéhnung an 
Rohrzucker widerlegt und bestitigt, dab die Bildung bestimmter 
zuckerspaltender Fermente eines der bestindigsten Artmerk- 
male darstellt. 

Der Gehalt an gewissen nicht allgemein verbreiteten En- 
zymen diirfte charakteristischer und vermutlich konstanter sein 
als die Kigentiimlichkeit, ober- oder untergirig aufzutreten. 

Damit die Pilzarten und Rassen durch ihren Gehalt an 
zuckerspaltenden und zuckervergiirenden Knzymen erfolgreicher 
und vollkommener als bisher charakterisiert werden kénnen, 





1) ,Uber das Verhalten der Alkoholgirungspilze zu den Zuckerarten“, 


Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet, Bd. 2, Heft 5, S. 220 (1888) und - 


Gesammelte theoretische Abhandlungen tiber Garungsorganismen von E. Chr. 
Hansen, Jena 1911, S. 226. 

*) Compt. rend. Bd. 128, S. 440 (1899). 

*) Compt. rend. d. Trav. du Laboratoire de Carlsberg, Bd. V, 8S. 58 
(1903); iiber Gewéhnung an Galaktose siehe P. Lindner in H. Euler und 
P. Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen Giarung, Leipzig 1915, 
S.29 und besonders das Kapitel ,Hervorrufung einer latenten Enzym- 
wirkung‘ in H. Euler, Chemie der Enzyme, zweite Auflage, 1920, S. 293. 

*) Traité de microbiologie, Bd. IIL (1900). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXV, 16 














